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1 Introduzione  
 
La broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO) è una delle più frequenti e 
invalidanti malattie a livello mondiale.  
E’ una patologia polmonare progressiva causata da un’infiammazione cronica 
delle vie respiratorie e del parenchima polmonare ed è caratterizzata da bronchite 
cronica, rimodellamento delle vie aeree, soprattutto inferiori, e distruzione 
enfisematosa degli alveoli (Krimmer e Oliver, 2011). 
 
1.1 Epidemiologia 
La BPCO è una delle più importanti cause di mortalità e morbosità nei paesi 
industrializzati. Murray e Lopez (1997) hanno verificato che sino al 1990 
rappresentava, a livello mondiale, la sesta causa di morte, ma l’aumento 
progressivo dell’incidenza fa ritenere che essa diventerà addirittura la terza nel 
2020. 
 
Figura 1. Dati relativi alla mortalità dovuta alla BPCO in Europa. 
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Esistono notevoli differenze riguardo i tassi di mortalità per BPCO dei vari paesi, in 
relazione alla diversa distribuzione del tabagismo e degli altri principali fattori di 
rischio. Queste differenze sono rilevanti anche a livello europeo, secondo quanto 
descritto in una pubblicazione di Siafakas e collaboratori della Società Europea di 
Medicina Respiratoria (European Respiratory Society, ERS) del 1995. L’incidenza 
tende, inoltre, ad incrementare nelle fasce di popolazione più anziane ed è assai 
superiore nei maschi rispetto alle femmine. Quest’ultimo fenomeno è attribuito 
solitamente alle minori prevalenze di abitudine al fumo di sigaretta e di 
esposizione lavorativa a sostanze nocive nel sesso femminile.   
In Italia, dei 36.834 decessi per patologie respiratorie nel 1998, circa la metà sono 
stati causati dalla BPCO. Inoltre, l’attuale numero di fumatori, elevato nel sesso 
maschile e in progressiva crescita in quello femminile nelle ultime decadi, fa 
ipotizzare un aumento della mortalità per BPCO nei prossimi anni (Scognamiglio 
et al., 2003).  
L’importanza della BPCO come uno dei maggiori problemi sanitari mondiali in 
ambito respiratorio e le conseguenti implicazioni sociali ed economiche, hanno 
indotto la comunità scientifica internazionale a promuovere la “Global Initiative for 
Chronic Obstructive Lung Disease”(GOLD; http://www.goldcopd.com/); un 
progetto che ha lo scopo di produrre le linee-guida e altre risorse per la diagnosi, 
la prevenzione e la gestione clinica della BPCO. Si sono moltiplicate, negli ultimi 
anni, anche le campagne pubblicitarie che presentano il fumo di sigaretta come 
causa principale dell’insorgere della malattia e che quindi incitano a smettere 
definitivamente di fumare. Va comunque sottolineato, a tal proposito, che 
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“smettere” non corrisponde assolutamente a guarire; semplicemente è rallentata la 
progressione della malattia, che continua comunque ad avanzare.  
 
1.1.1 Morbosità 
Benché la BPCO rappresenti, attualmente, uno dei principali problemi socio-
sanitari a livello mondiale e si preveda che continuerà ad esserlo anche nel 
prossimo futuro, alcune caratteristiche concernenti tale patologia sono ancora da 
definire.  
Uno di questi aspetti è la determinazione della reale prevalenza nella popolazione, 
intendendo con “prevalenza” la proporzione di eventi presenti in una popolazione 
in un dato momento. Anche all’interno di uno stesso campione, infatti, la 
prevalenza può variare notevolmente in base agli strumenti che si utilizzano per 
diagnosticarla: sintomi respiratori riferiti dal paziente, diagnosi medica, presenza di 
alterata funzione polmonare.  
Studi epidemiologici condotti in Europa hanno indicato che il 4-6% della 
popolazione adulta soffre di BPCO in forma clinicamente rilevante, sebbene i due 
terzi dei soggetti affetti mostrino alterazioni funzionali di lieve entità. La prevalenza 
cresce all’aumentare dell’età (Scognamiglio et al., 2003).   
Secondo uno studio condotto dall’Istituto Nazionale di Statistica (Istituto Nazionale 
di Statistica; 1999-2000), tra il 1999 e il 2000, su un campione di famiglie italiane, 
la percentuale di popolazione che ha riferito di essere affetta da bronchite cronica 
o enfisema o insufficienza respiratoria, è stata pari al 4.4%. I tassi di prevalenza 
più elevati sono stati riscontrati nei soggetti di età superiore a 64 anni.  
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Un’altra fonte di statistiche sanitarie utile per identificare con maggior chiarezza il 
peso della BPCO nel nostro paese è rappresentata dalle schede di dimissione 
ospedaliera. I dati relativi al 2000 hanno dimostrato che il 20.6% delle dimissioni 
per patologie respiratorie è stato codificato con il DRG 88 (diagnosed related 
group 88), corrispondente alla BPCO (Ministero della salute; 2000). In realtà, 
questo dato può essere sottostimato, in quanto molti ricoveri per BPCO sono stati 
classificati sotto altri DRG; ad esempio le riacutizzazioni spesso sono state 
classificate con il DRG che identifica l’insufficienza respiratoria.   
 
1.1.2 Fattori di rischio nello sviluppo della BPCO 
Esistono differenti fattori di rischio che favoriscono l’insorgere o l’esacerbazione 
della BPCO. La Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, nelle linee 
guida relative al trattamento della patologia, ne considera principalmente quattro: 
 Esposizione occupazionale a particelle come polvere e composti chimici, 
(irritanti, vapori, fumi), se l’esposizione è sufficientemente intensa e prolungata. 
 Inquinamento atmosferico “indoor” derivante dai combustibili utilizzati per la 
cucina e il riscaldamento in abitazioni poveramente ventilate. Questo fattore di 
rischio influisce particolarmente su donne in paesi in via di sviluppo. 
 Inquinamento atmosferico “outdoor”. Anche questo tipo di inquinamento 
sembra contribuire all’aggravio delle condizioni dei soggetti affetti da BPCO, 
anche se si ritiene che abbia un’importanza marginale nel causare la malattia.  
 Fumo di tabacco. I soggetti più suscettibili a contrarre la malattia sono, 
infatti, i fumatori. Non a caso, circa il 20% dei soggetti fumatori sviluppa nel 
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trascorrere della propria vita la malattia in maniera clinicamente rilevante (Cox, 
2010). 
Insieme ai fattori precedentemente citati, ne sussistono degli altri di secondaria 
importanza, che comunque possono contribuire all’insorgere della BPCO (Barnes 
et al., 2009): 
 Infezioni. Una storia infantile ricca di infezioni virali severe è infatti spesso 
associata ad una riduzione delle funzioni polmonari, che può favorire il 
manifestarsi della malattia. 
 Uso smodato di farmaci per via intravenosa. Tale abuso potrebbe 
comportare lo sviluppo di BPCO tramite un meccanismo di tipo vascolare. 
 Stato nutrizionale. Un ridotto peso corporeo, spesso espresso come indice 
di massa corporea, è un segnale prognostico in individui con BPCO dimostrata. 
Inoltre i soggetti malati che risultano sottopeso, sembrano avere un rischio 
maggiore di sviluppo di enfisema.  
 Fattori genetici. In molte regioni del mondo il principale fattore di rischio per 
l’insorgere della BPCO è rappresentato dal fumo di sigaretta. Tuttavia, non tutti i 
fumatori sani sviluppano la patologia, infatti la percentuale assoluta di rischio per 
questi ultimi si aggira attorno al 20%. Questa variabilità individuale suggerisce 
l’intervento di differenti fattori genetici ed epigenetici, che probabilmente agiscono 
in sinergismo per determinare il vero e proprio rischio di BPCO. Ad esempio, il 
polimorfismo del gene per il fattore di necrosi tumorale-α (TNF-α), è un elemento 
che potrebbe determinare la suscettibilità alla malattia, così come la deficienza 
dell’inibitore delle proteasi α-1 (PI) (Petrescu et al., 2010).  
 
10 
 
1.1.3 Fumo di tabacco 
Il fumo di tabacco è costituito da due elementi fondamentali: la nicotina e il 
cosiddetto “condensato”. 
 La nicotina è un alcaloide estratto dalla pianta del tabacco che assume 
colorazione bruna e odore tipico dopo esposizione all’aria. Si presenta in forma 
liquida ed è molto solubile in acqua e in solventi organici.  
La concentrazione di nicotina nel tabacco (1-8%) cambia in base alla varietà, alle 
tecniche colturali e all'andamento stagionale. In una normale sigaretta se ne 
ritrovano quantità variabili comprese tra 1-1,5 mg, che sono assorbite tramite il 
fumo in misura del 90% circa. Quantificare la dose di nicotina che deriva dal fumo 
di sigaretta durante l’inalazione, non è per niente semplice. Un sistema sfruttato 
oggi, consiste nel misurare la differenza tra la nicotina inalata e quella esalata, che 
ovviamente si riduce a causa dell’assorbimento polmonare. Resta comunque un 
problema di base: la quantificazione analitica del reale assorbimento. 
La sigaretta è il mezzo più immediato per beneficiare a pieno dei suoi effetti, dal 
momento che la nicotina viene prontamente assorbita attraverso la mucosa del 
tratto gastrointestinale e respiratorio. Da qui, passa nel sangue e nel giro di 
pochissimi secondi raggiunge il cervello, dove espleta la sua azione, dapprima 
stimolante ed euforizzante, poi rilassante ed ansiolitica. Proprio per quest’attività 
bifasica, la nicotina può essere assunta sia per alleviare la fatica, sia per 
beneficiare della sua azione tranquillizzante. A livello epatico è metabolizzata 
principalmente dall’isoenzima del citocromo P450 2A6 a dare la (-) cotinina. Altri 
tessuti che partecipano, insieme al fegato, all’eliminazione della nicotina sono i 
polmoni e i reni.  
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Gli effetti della nicotina sono comunque complessi, legati alla dose assunta ed 
estesi a diversi organi e apparati. A bassi dosaggi, ha un effetto stimolante: 
aumenta leggermente il battito cardiaco e la pressione arteriosa, causa una leggera 
sudorazione, aumenta il metabolismo, sopprime la fame e riduce lo stress. Dosi 
ripetute di nicotina fanno aumentare la concentrazione dei suoi recettori a livello 
cerebrale, generando dipendenza.  Ad elevati dosaggi, invece, blocca i propri 
recettori, con effetti opposti rispetto a quelli elencati (ipotensione, vasodilatazione, 
diarrea, aritmie, sonnolenza, cefalea), fino a determinare una completa paralisi dei 
muscoli respiratori. 
Il condensato è rappresentato da una miscela di circa 4.800 composti chimici che 
presentano attività genotossica e citotossica.  
Le sigarette commerciali sono ottenute tramite assemblaggio di diversi tipi di foglie 
di tabacco naturale o trattato. Durante il trattamento, al tabacco sono addizionate 
sostanze umettanti come il glicerolo e il glicol propilenico al fine di aumentare le 
capacità di miscelamento, mentre gli ingredienti aromatici sono utilizzati per 
completare le caratteristiche soggettive del fumo. E’ inoltre importante sottolineare 
il fatto che la maggior parte dei composti volatili aggiunti al tabacco non subisce 
pirolisi, ma viene trasferita immodificata al fumo.  
La IARC (Agenzia Internazionale Per La Ricerca Sul Cancro) ha inserito il fumo di 
sigaretta e il fumo passivo nel primo gruppo delle sostanze ambientali 
cancerogene. I fattori che possono contribuire all’effettiva tossicità del fumo di 
sigaretta sono vari. Sicuramente la concentrazione e il destino metabolico dei 
diversi costituenti sono fondamentali, così come la loro lipofilia e di conseguenza 
la capacità che essi hanno di raggiungere i tessuti-bersaglio. I composti che hanno 
alta lipofilicità, infatti, possono superare facilmente le barriere ad alto contenuto 
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lipidico e il fegato, dove solitamente le sostanze sono modificate per permetterne 
l’escrezione. Nel caso del fumo, tale processo di trasformazione è negativo. Molti 
composti, che di per sé non sarebbero dannosi, a causa dell’effetto di primo 
passaggio epatico, lo diventano, poiché si formano metaboliti elettrofili 
estremamente reattivi, che legano il DNA e le proteine danneggiandole. 
A tal proposito, Rodgman e collaboratori (2002) hanno proposto una precisa 
classificazione delle sostanze facenti parte del condensato. La prima categoria 
citata è quella degli idrocarburi policiclici aromatici, seguono le amine aromatiche, 
le amine N-eterocicliche, le N-nitrosamine, le aldeidi semplici, gli acidi, i chetoni, i 
fenoli a catena lineare e quelli aromatici, gli idrocarburi volatili, gli eterocicli 
policlorurati, i composti nitro-organici, e una miscela di composti organici, tra cui 
l’acrilammide, il benzofurano, il DDT e gli acidi ftalici. Sono poi presenti sostanze 
inorganiche come ammonio, idrazina, ossido nitrico e biossido di solfo ed anche 
metalli come arsenico, mercurio, piombo e selenio. 
 In parte, la presenza di questi composti si riscontra già nelle foglie di tabacco, che 
risentono dell’inquinamento ambientale; in parte, invece, sono acquisiti durante i 
processi di lavorazione che portano alla produzione delle sigarette. 
 
 
1.2 Fisiopatologia 
I meccanismi alla base dei processi coinvolti nello sviluppo della BPCO causano 
alterazioni della normale fisiologia delle vie respiratorie come ipersecrezione di 
muco, alterazione della motilità ciliare, ostruzione delle vie respiratorie, alterazione 
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degli scambi gassosi, ipertensione polmonare e diversi effetti sistemici (MacNee, 
2006). 
1.2.1 Ipersecrezione di muco e disfunzione ciliare 
Nei soggetti affetti da BPCO le cellule produttrici di muco vanno incontro ad una 
ipertrofia ed iperplasia, che di conseguenza ne fa aumentare sia il numero che le 
dimensioni, con conseguente accrescimento delle ghiandole tracheobronchiali. 
Inoltre la mucosa epiteliale in generale subisce metaplasia ed iperplasia, sia a 
livello centrale che periferico, favorendo così una maggiore ridistribuzione delle 
cellule secretorie a livello delle vie aeree. Ad esempio, le vie respiratorie più 
piccole (al di sotto dei 400 µm di diametro), che normalmente sono popolate da 
una minoranza di cellule caliciformi mucipare, divengono invece forti responsabili 
dell’eccessivo muco che caratterizza la patologia (Barnes et al., 2009). 
Nei soggetti normali, le vie aeree più piccole contengono, infatti, poche cellule 
caliciformi e non presentano infiltrato infiammatorio. Al contrario nei soggetti con 
BPCO e negli abituali fumatori, le alterazioni dominanti a carico dell’epitelio sono 
rappresentate da una metaplasia cellulare, con riduzione delle cellule di Clara, che 
vengono rimpiazzate da cellule caliciformi mucipare, e dalla metaplasia squamosa 
dell’epitelio bronchiale. In più, le stesse cellule caliciformi mucipare, vanno 
incontro ad un’aumentata degranulazione, a cui consegue nuovamente 
un’iperproduzione di muco (Maestrelli et al., 2001). La metaplasia rappresenta una 
risposta adattativa di questo tessuto, che produce cellule meglio “equipaggiate” 
per far fronte alle mutate condizioni ambientali; non a caso a livello bronchiale 
l’epitelio respiratorio ciliato viene sostituito dall’epitelio squamoso sotto l’influenza 
dell’irritazione cronica prodotta ad esempio dal fumo di sigaretta. 
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In aggiunta, va sottolineato che il muco prodotto nella BPCO è anche 
qualitativamente differente dalla norma riguardo la sua composizione molecolare e 
cellulare; in particolar modo risulta molto più viscoso. Proprio le caratteristiche 
anomale di tale muco, favoriscono la formazione di veri e propri “tappi mucosi” che 
causano una parziale o completa occlusione delle vie aeree con diametro inferiore 
a 2 mm. Questa condizione, insieme alla disfunzione ciliare, anch’essa da 
attribuire alla metaplasia squamosa delle vie aeree, induce, dal punto di vista 
sintomatologico, frequente tosse produttiva con emissione di espettorato mucoso 
o muco-purulento (Barnes et al.; 2009). 
 
1.2.2 Ostruzione delle vie aeree 
Le due precedenti anomalie contribuiscono direttamente allo sviluppo della terza, 
ovvero l’ostruzione delle vie aeree. Progressivamente, infatti, viene intrappolata 
aria durante l’espirazione, così da avere una “hyperinflation” a riposo (aumento 
abnorme del volume di gas nei polmoni alla fine dell’espirazione), e una 
“hyperinflation” dinamica durante l’esercizio. L’”hyperinflation” riduce la capacità 
inspiratoria e quindi quella residua funzionale durante l’esercizio, dando luogo alla 
dispnea tipica dei soggetti affetti da BPCO.  
E’ probabile che le modificazioni strutturali delle piccole vie aeree, contribuiscano 
maggiormente all’ostruzione ed alla maldistribuzione dei gas inspirati rispetto alle 
grandi vie aeree, nonché alla progressione patogenetica della malattia (Milic-Emili 
e Mura, 2005).  
Più precisamente, la riduzione della funzione respiratoria causa, nel tempo, una 
lenta distruzione degli spazi aerei distali ai bronchioli terminali respiratori 
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(enfisema). Questa malattia determina, a sua volta, una progressiva difficoltà 
respiratoria (dispnea) che il paziente negli stadi iniziali può trascurare, ma che, se 
non si smette di fumare, può diventare molto invalidante fino all’instaurarsi 
dell’insufficienza respiratoria cronica, che richiede ossigeno-terapia domiciliare.  
 
 
Figura 2. Rappresentazione schematica dei cambiamenti causati a livello 
delle vie respiratorie in seguito all’esposizione cronica a fumo di sigaretta, 
particelle nocive e polveri. 
 
 
1.2.3 Anormalità negli scambi gassosi 
Più tardivamente, quando la malattia è giunta a uno stadio più avanzato, si 
palesano anche le altre manifestazioni tipiche. Dalle anormalità negli scambi 
gassosi deriva l’ipossiemia e, in alcuni casi, l’ipercapnia, caratterizzata da un 
imponente aumento della concentrazione di anidride carbonica nel sangue.  
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1.2.4 Rimodellamento vascolare 
Nei soggetti con BPCO, a differenza di soggetti-controllo, si osserva anche un 
aumento dell’area adibita ai vasi sanguigni a livello della parete delle vie 
respiratorie. In realtà, non è ancora chiaro se questo rimodellamento vascolare sia 
dovuto primariamente alla formazione di nuovi vasi sanguigni o ad un 
allargamento della microvascolarizzazione già esistente. Studi sulle membrane di 
bronchioli di soggetti affetti da asma e BPCO, hanno suggerito la seconda ipotesi 
(Barnes et al., 2009). 
 
1.2.5 Effetti sistemici 
Infine, l’infiammazione sistemica e il deperimento della muscolatura scheletrica 
limitano anche la capacità di esercizio dei pazienti e tendono a peggiorare 
ulteriormente la loro prognosi (MacNee, 2006). 
 
 
1.3 Patologia molecolare 
Il processo infiammatorio che contraddistingue la BPCO è caratterizzato da un 
aumento del numero di cellule infiammatorie, tra cui neutrofili, macrofagi e linfociti 
T, a livello polmonare. Tali cellule rilasciano, a loro volta, una grande varietà di 
citochine e mediatori pro-infiammatori, come ad esempio TNF-α, IL-1β, IL-6, 
leucotriene B4, e fattori chemotattici.  
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Figura 3. Amplificazione dell’infiammazione polmonare nella BPCO. I fumatori 
normali hanno una risposta infiammatoria controllata, che rappresenta la normale 
reazione della mucosa respiratoria agli stimoli irritanti cronici. Nella BPCO la risposta 
infiammatoria è marcatamente amplificata e aumenta col progredire della malattia. 
 
 
1.3.1 Principali meccanismi coinvolti nella 
patogenesi della malattia (Cox, 2010) 
 Alterazione dell’equilibrio tra ossidanti e antiossidanti. Nei soggetti 
affetti da BPCO si manifesta un’eccessiva produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) e contemporaneamente una riduzione nell’espressione di 
molecole antiossidanti, condizione ideale per lo sviluppo di stress ossidativo. 
L’aumentato livello di ROS produce un danno diretto delle cellule endoteliali ed 
epiteliali alveolari; inoltre, induce modificazioni epigenetiche a carico dei macrofagi 
alveolari (AMs) che così alterati, producono un maggior quantitativo di mediatori 
pro-infiammatori. Inoltre, le specie reattive dell’ossigeno attivano il fattore di 
trascrizione nucleare NF-kB, portando a una sovraespressione della trascrizione di 
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vari geni pro-infiammatori.  Ad esempio, i prodotti di perossidazione lipidica 
generati dai ROS, possono favorire il disavvolgimento della cromatina attraverso 
l’inattivazione dell’istone deacetilasi-2, un enzima che partecipa al controllo della 
trascrizione genica.  
 
 Alterazione dell’equilibrio proteasi-antiproteasi. I ROS inducono stress 
ossidativo anche attivando le proteasi e inattivando le antiproteasi, contribuendo 
così all’alterazione dell’equilibrio proteasi-antiproteasi, uno dei meccanismi più 
importanti nella patogenesi della BPCO. Le proteasi sono enzimi che degradano 
gli elementi costitutivi della matrice extracellulare (ECM), inclusa l’elastina, che ne 
è il substrato principale, il collagene di tipo IV e la fibronectina. La principale 
proteasi attiva nella BPCO è un’elastasi prodotta soprattutto dai macrofagi 
alveolari, la metalloproteinasi 12 (MMP-12). Nei soggetti affetti dalla malattia la 
produzione della MMP-12 da parte dei macrofagi. Gli alti livelli di MMP-12, da un 
lato accelerano la distruzione dell’elastina sia nel tessuto alveolare sia nelle pareti 
delle arterie, promuovendo rispettivamente l’enfisema e l’aterosclerosi; dall’altro 
sono coinvolti nel rimodellamento tissutale, nello sviluppo di fibrosi polmonare, 
metaplasie e tumori. 
Anche i neutrofili producono delle elastasi che distruggono le pareti alveolari 
digerendo e degradando l’elastina e il collageno e rilasciando i frammenti dell’una 
e dell’altro a livello polmonare. I frammenti di elastina sono fortemente 
chemotattici per i monociti, che perciò, dalla circolazione sanguigna, sono attratti 
nei polmoni e qui si differenziano in macrofagi alveolari, aumentando la 
popolazione di AMs attivi che producono MMP-12. I frammenti di collageno 
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invece, sono chemotattici per nuovi neutrofili, che giunti nel polmone, produrranno 
nuovamente elastasi, innescando un circolo che si autoalimenta. 
L’equilibrio proteasi-antiproteasi è fortemente orientato a sinistra anche perché si 
assiste a una sottoproduzione di antiproteasi, enzimi che normalmente frenano le 
proteasi. Ad esempio la MMP-12 inibisce la α-1-antitripsina, il principale inibitore 
delle proteasi prodotte dai neutrofili, mentre le neutrofilo-elastasi (NE) inibiscono il 
TIMP-1, importante inibitore delle metalloproteinasi. In pratica, MMP-12 e NE 
incrementano vicendevolmente i loro livelli (Shapiro et al.; 2003). 
 
 Alterazione dell’equilibrio proliferazione-apoptosi. I ROS inducono 
anche apoptosi nelle cellule epiteliali ed endoteliali alveolari, favorendo la morte 
del tessuto alveolare sano. Il principale meccanismo coinvolto è rappresentato 
dalla ridotta espressione del fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF), 
indispensabile per la sopravvivenza delle cellule alveolari, e dalla down-regulation 
del suo recettore 2 (VEGF-R2) (Kasahara et al.; 2001).  
 
 Ridotta clearance delle cellule apoptotiche. Le cellule danneggiate a 
livello polmonare possono andare incontro a due tipi di morte: apoptosi o necrosi. 
La prima è sicuramente preferibile in quanto, a differenza della necrosi, non si ha 
rilascio del contenuto citosolico nell’ambiente extracellulare che crea la base per 
l’istaurarsi del processo infiammatorio. In condizioni fisiologiche normali, quando 
l’apoptosi ha inizio, esiste un intervallo ben preciso in cui i macrofagi sono 
obbligati a identificare e rimuovere velocemente le cellule danneggiate. Nei 
soggetti con BPCO, l’infiammazione cronica e il cambiamento fenotipico dei 
macrofagi alveolari, compromettono questo delicato meccanismo; di conseguenza 
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la ridotta clearance delle cellule apoptotiche fa aumentare il processo di necrosi e 
quindi il rilascio di prodotti cellulari, tra cui il fattore di crescita trasformante β1 
(TGF-β1). Quest’ultimo, attiva le cellule fibrogeniche e attrae macrofagi alveolari, 
neutrofili e linfociti a livello parenchimale, cellule che a loro volta aumenteranno la 
produzione dello stesso TGF-β1. ROS e TGF-β1 stimolano la produzione della 
matrice extracellulare da parte dei miofibroblasti, favorendo la fibrosi.  
 
 Malfunzionamento dei meccanismi di riparazione del danno tissutale. 
Un altro importante meccanismo concerne il malfunzionamento dei meccanismi di 
riparazione e ricostituzione del tessuto e della parete alveolare distrutta. In realtà, 
per definizione, l’aumento della degradazione della matrice extracellulare e 
l’aumento dell’apoptosi delle cellule epiteliali alveolari, comportano una perdita 
netta di tessuto solo se il grado di tale perdita è maggiore rispetto al grado di 
riparazione. Ancora una volta è lo stress ossidativo prodotto dai ROS che induce 
senescenza sia nelle cellule di tipo II dell’epitelio alveolare che in quelle 
endoteliali. Ciò causa una riduzione della capacità proliferativa cellulare e rallenta 
la riparazione del tessuto alveolare danneggiato.  
 
 Funzionamento anomalo del sistema immunitario. Tutti e cinque i 
meccanismi precedenti hanno un predecessore causale comune rappresentato 
dal funzionamento anomalo del sistema immunitario dei soggetti affetti da BPCO. 
In essi, infatti, viene selezionata una sottopopolazione di linfociti T citotossici 
(CD8+), che gradualmente si infiltra nel parenchima polmonare e contribuisce 
all’apoptosi delle cellule che lo costituiscono. Lo sviluppo anomalo dei linfociti 
CD8+ sembra essere dovuto a un deficit nella regolazione di linfociti CD4+ che 
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normalmente controllano l’azione dei linfociti citotossici. Allo stesso tempo, nei 
pazienti con BPCO, aumenta una sottopopolazione di macrofagi alveolari che, in 
risposta a segnali rilasciati dalle cellule CD8+ quali, ad esempio, l’interferone γ 
(IFN-γ),  aumenta in modo considerevole la sintesi di proteasi. Da questo punto di 
vista, la BPCO potrebbe essere considerata una patologia autoimmune. 
 
1.3.2 ROS e stress ossidativo 
E’ molto probabile che, sia la nicotina sia i costituenti del condensato manifestino 
la loro azione dannosa tramite l’induzione di stress ossidativo. I fautori di tale 
processo sono i radicali liberi (ROS), in altre parole specie chimiche che 
possiedono uno o più elettroni spaiati, che perciò occupano singolarmente 
l’orbitale molecolare o atomico più esterno. Questa configurazione rende le specie 
radicaliche particolarmente instabili e di conseguenza reattive. Essi, infatti, 
tendono a interagire con altre molecole per completare il doppietto elettronico 
sull’orbitale e raggiungere quindi una situazione di maggiore stabilità. I radicali più 
conosciuti sono quelli derivanti dal metabolismo dell’ossigeno, cioè: radicale 
superossido, radicale idroperossidico, perossido di idrogeno e radicale ossidrilico.  
 
1.3.2.1 Fonti di ROS 
Le fonti di ROS sono varie. Oltre al fumo di sigaretta, possono essere generati 
dalle radiazioni ionizzanti, da alcuni farmaci, da inquinanti ambientali, dallo sport 
estremo così come dalla completa inattività.  
A livello cellulare, i ROS sono prodotti soprattutto all’interno dei mitocondri con la 
fosforilazione ossidativa (circa il 90% dei radicali prodotti nei sistemi biologici), che 
22 
 
avviene durante la respirazione cellulare e che si attua per opera di un sistema 
multienzimatico rappresentato da cinque complessi (I-V). Solitamente l’ossigeno 
utilizzato in tale processo è trasformato in ultima analisi in acqua; tuttavia il 2% del 
quantitativo di partenza è ridotto ad anione superossido dall’ubichinone e dal 
citocromo b566 del complesso III. A questa piccola percentuale ottenuta, in 
condizioni fisiologiche normali, l’organismo riesce a far fronte grazie a vari 
meccanismi di difesa contro lo stress ossidativo. Con l’avanzare dell’età invece, 
alterazioni funzionali a carico di ubichinone e citocromo b566, favoriscono 
l’iperproduzione di superossido. L’anione superossido, a sua volta, può essere 
ridotto a radicale ossidrilico, uno tra i radicali liberi più pericolosi, vista la sua 
capacità di interagire direttamente con lipidi, carboidrati, proteine e acidi nucleici, 
danneggiandoli irreversibilmente, e la facilità a reagire con qualsiasi tipo di 
molecola biologica presente nelle sue vicinanze, producendo radicali secondari di 
reattività variabile, che possono diffondere dal sito di origine, determinando un 
danno a distanza. 
Oltre alla fosforilazione ossidativa, altri enzimi catalitici citosolici contribuiscono 
alla generazione dei ROS. Uno di essi è rappresentato dal sistema xantina-
ossidasi. E’ questo un enzima che esplica attività deidrogenasica, attraverso la 
quale ossida la xantina derivante dall’ATP, ad acido urico. Durante l’ossidazione è 
ceduto un elettrone, subito catturato dal NAD+, che a sua volta si riduce a NADH. 
La funzione ossidasica dello stesso enzima, invece, catalizza la medesima 
reazione, con la differenza che non riconosce il NAD+ come accettore di elettroni. 
Di conseguenza l’elettrone ceduto è catturato dall’ossigeno presente in situ a 
favore della produzione di anione superossido. La conversione dell’enzima nella 
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forma patologica può essere reversibile, per semplice ossidazione dei suoi gruppi 
tiolici a legame disolfuro; o irreversibile, per opera delle proteasi. 
Un altro esempio di grandi produttori di ROS è rappresentato dai cosiddetti fagociti 
professionisti, ovvero neutrofili e macrofagi. Tali cellule sfruttano appunto la 
fagocitosi: emettono pseudopodi che circondano l’agente da eliminare, formando 
per invaginazione della propria membrana plasmatica, una sorta di vacuolo che 
prende il nome di fagosoma. Una volta rinchiuso l’agente, sfruttano due possibili 
meccanismi d’azione per abbatterlo, uno ossigeno-indipendente e l’altro ossigeno-
dipendente. Per ciò che riguarda i radicali liberi, il meccanismo che merita di 
essere maggiormente considerato è il secondo. Nel momento in cui il fagocita si 
attiva (grazie all’adesione all’agente da eliminare), sulla membrana plasmatica 
interna del fagosoma si assembla il complesso enzimatico della NADPH-ossidasi, 
il quale trasferisce elettroni dal NADPH all’ossigeno. Per ciascuna molecola di 
NADPH che viene consumata si formano due anioni superossido. Questa 
produzione è talmente elevata che si parla di “esplosione respiratoria” (Kumar et 
al., 2009).  
 
1.3.2.2 Bersagli dei ROS 
I ROS attaccano sostanzialmente tre gruppi di molecole costitutive dell’organismo. 
Le proteine e gli enzimi sono danneggiati perché mandati incontro a 
denaturazione; mentre gli acidi nucleici subiscono modifiche a carico delle basi e 
rottura delle catene nucleotidiche, con conseguente formazione di mutazioni. 
Infine gli acidi grassi sono sottoposti alla cosiddetta “perossidazione lipidica”. 
Probabilmente il principale danno creato dai ROS è proprio quello esercitato sui 
fosfolipidi che costituiscono le membrane. Nello specifico i fosfolipi sono formati da 
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un glicerolo esterificato in due posizioni con acidi grassi. Di questi ultimi, quello in 
posizione β è, spesso, insaturo. Il bersaglio prediletto dei ROS è rappresentato 
dall’idrogeno legato al carbonio posto tra due insaturazioni, perché facilmente 
estraibile. Il radicale libero stacca l’idrogeno dall’acido grasso polinsaturo, 
trasformando l’acido grasso in questione, in un radicale. Qui entra in gioco 
l’ossigeno, il quale lega il radicale appena formatosi, generando un radicale 
perossilico. Quest’ultimo reagisce con l’acido grasso polinsaturo adiacente 
innescando il meccanismo precedente e instaurando così una vera e propria 
propagazione a catena. D’altro canto il perossidrile che lega l’idrogeno, si 
trasforma anch’esso, dando origine a un idroperossido. 
L’ossigeno ha un effetto peggiorativo, poiché se esso non ci fosse, il primo 
radicale formatosi potrebbe staccare un idrogeno all’acido grasso vicino e legarlo, 
in modo da ricostituire esattamente la molecola di partenza. Se presente invece, si 
origina il perossidrile e in seguito l’idroperossidrile, che non permettono un ritorno 
al punto di partenza in quanto sono molecole differenti. L’idroperossido ha una 
certa polarità, a causa della quale tende a sconvolgere la naturale struttura delle 
membrane; inoltre è un composto poco stabile, che spesso va in contro a reazioni 
di decomposizione. Il risultato di una perossidazione lipidica è, infatti, la 
formazione di vari gruppi polari a livello degli acidi grassi che porta alla 
disgregazione della membrana (Kumar et al., 2009). 
I prodotti derivanti dal danno ossidativo tendono ad accumularsi all’interno delle 
cellule, in particolar modo nel DNA, contribuendo allo sviluppo di una serie di 
alterazioni fisiologiche che si traducono nell’invecchiamento. 
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1.3.2.3 Meccanismi di difesa contro i ROS 
L’organismo umano è munito di vari meccanismi contrastanti l’azione dei ROS, 
che possono essere suddivisi in due categorie, o meglio in due linee di difesa. La 
prima è quella che si attiva precocemente ed è costituita dagli enzimi antiossidanti. 
Primo fra tutti la superossido-dismutasi (SOD), di cui esistono tre isoforme, una 
extracellulare, una intracellulare (rame/zinco-dipendente) ed una terza 
mitocondriale (manganese-dipendente). Il meccanismo d’azione sfruttato è 
comune per tutte e tre. La SOD, infatti, catalizza una reazione di dismutazione su 
due anioni superossido, in altre parole, strappa l’elettrone spaiato a uno dei due e 
lo trasferisce sull’altro. In questo modo una delle due molecole si ritrova con un 
elettrone in meno e quindi diventa ossigeno molecolare; mentre l’altra ha un 
elettrone in più, e dopo aver legato due H+, diventa acqua ossigenata, una specie 
reattiva dell’ossigeno meno pericolosa. 
Anche la glutatione-perossidasi (GSH-Px) fa parte dei meccanismi di difesa 
fisiologica contro i radicali liberi. A oggi ne sono state identificate otto differenti 
isoforme, che sfruttano le riserve di glutatione presenti nel corpo umano per 
ridurre l’H2O2; i lipidi perossidici ed altri radicali. Nel caso del perossido di idrogeno 
ad esempio, due molecole di glutatione sono fatte reagire con una di acqua 
ossigenata a dare un glutatione disolfuro e due molecole d’acqua semplice.  
Infine, agiscono in questo senso anche catalasi e perossidasi. Anche questi, sono 
enzimi facenti parte del gruppo delle ossidoriduttasi. Le catalasi trasformano 
contemporaneamente due molecole di H2O2 in ossigeno e acqua. Le perossidasi 
riducono una molecola di H2O2 per volta, utilizzando un cofattore che funge da 
donatore di idrogeno, così che si ottengano due molecole d’acqua e il cofattore 
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nella forma ossidata. Una tra le perossidasi più efficienti è la Glutatione 
perossidasi. 
La seconda linea di difesa entra in gioco più tardivamente e comprende tutti gli 
antiossidanti di tipo non enzimatico. In generale, un antiossidante è una molecola 
capace di cedere un elettrone al radicale libero stabilizzandolo e divenendo esso 
stesso un radicale. Il guadagno risiede nel fatto che sono antiossidanti quei 
composti i cui radicali liberi anzitutto, sono piuttosto stabili e quindi relativamente 
dannosi, e inoltre non reagiscono con l’ossigeno. I due antiossidanti più importanti 
sono la Vitamina E e la Vitamina C, composti molto potenti, il primo altamente 
lipofilo, il secondo fortemente idrofilo. La Vitamina E o Tocoferolo ha l’abilità di 
inserirsi tra gli acidi grassi dei fosfolipidi di membrana, formando una sorta di 
griglia, capace di bloccare le reazioni di propagazione causate dalla 
perossidazione lipidica.  Essa cede un elettrone a un radicale molto reattivo, 
originandone uno più stabile. Per di più il radicale risultante possiede un’emivita 
piuttosto lunga, che permette la rigenerazione dell’antiossidante di partenza, 
grazie all’attività di sistemi riducenti. Un esempio di sistema rigenerante è 
rappresentato proprio dalla Vitamina C o Acido Ascorbico. Quest’ultima si ritrova 
per lo più nel compartimento acquoso, ma riesce comunque a interagire, 
all’interfaccia dello strato lipidico, col radicale della Vitamina E. La Vitamina C 
dona un elettrone a tale radicale, ricostituendo la molecola di partenza e 
contemporaneamente si tramuta nel radicale semideidroascorbico, più stabile. Il 
semideidroascorbato ha buon potere riducente, per cui può cedere un altro 
elettrone e divenire acido deidroascorbico (che non è più una forma radicalica), 
oppure due semideidroascorbati possono reagire tra di loro per dismutazione, 
producendo una molecola di acido deidroascorbico e una di Vitamina C, che è 
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quindi recuperata. In realtà l’acido deidroascorbico prodotto è leggermente 
tossico, data la sua elevata reattività, ma al tempo stesso si decompone 
velocemente (Kumar et al., 2009). 
 
1.3.2.4 Relazione tra ROS e fumo di tabacco 
Riguardo al fumo di sigaretta e più nello specifico alla nicotina, va sottolineato che, 
ad oggi, non sono ancora completamente chiari i meccanismi con cui essa genera 
i radicali liberi. Diverse pubblicazioni (Gvozdjakova et al., 1992; Torok et al., 2000) 
concordano comunque sul fatto che la nicotina sia in grado di alterare la catena 
respiratoria mitocondriale, con conseguente aumento della produzione di anione 
superossido e perossido d’idrogeno. Per quel che riguarda il condensato invece, si 
ha una duplice situazione. Essendo il fumo di sigaretta costituito da due fasi, una 
corpuscolata e l’altra aeriforme, è stata riscontrata la presenza di due gruppi 
differenti di radicali. Nella fase corpuscolata si ritrovano i radicali a lunga vita, 
ovvero quelli che riescono ad attraversare le vie respiratorie completamente e a 
raggiungere bronchi ed alveoli, dove esplicano la loro azione dannosa. La fase 
aeriforme ospita invece i radicali a vita breve, che agiscono solo a livello delle vie 
aeree superiori.  
 
1.3.3 Ruolo di barriera dell’epitelio respiratorio 
L’epitelio delle vie respiratorie funge da vera e propria barriera nei confronti di 
possibili agenti patogeni. L’integrità di tale barriera è direttamente dipendente dalla 
continuità dello strato epiteliale superficiale e dall’efficacia delle molecole di 
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adesione presenti tra cellule vicine. Un ruolo fondamentale, a tal proposito, è 
interpretato dalle giunzioni strette (TJs) localizzate ai bordi apicolaterali di cellule 
adiacenti. Oltre a regolare gli spostamenti transepiteliali di soluti ed acqua, le 
giunzioni strette forniscono una barriera intramembranaria che controlla la 
diffusione di lipidi e proteine tra il dominio apicale e basolaterale. Le TJs sono 
sottoposte a modulazioni dinamiche da parte di agenti come il calcio, la proteina 
chinasi C, l’AMP ciclico, e l’ambiente infiammatorio(Coraux et al., 2003). Esistono, 
infatti, degli studi (Coyne et al., 2002) che dimostrano chiaramente che le TJs 
sono regolate da citochine proinfiammatorie e che l’esposizione combinata al 
fattore di necrosi tumorale e all’interferone-γ induce effetti drastici sulla loro 
espressione e sulla funzione di barriera che normalmente svolgono, dando 
significative alterazioni nella permeabilità epiteliale.  
Anche il fumo di sigaretta agisce in questo senso sull’epitelio. Esso tende a far 
aumentare la permeabilità e quindi la possibilità che tossine e patogeni penetrino 
dall’esterno nello spazio interstiziale e nella circolazione sanguigna. Il meccanismo 
per cui si instaura tale alterazione non è ancora ben chiaro, almeno per quel che 
concerne l’epitelio delle vie respiratorie. Tuttavia, per analogia con altri tipi di 
epitelio, si può ipotizzare che la responsabilità dei cambiamenti indotti dal fumo, 
sia attribuibile a modifiche nello stato di fosforilazione delle giunzioni strette o delle 
proteine del citoscheletro. Olivera e i suoi collaboratori (Olivera et al. 2009) hanno 
ricercato gli effetti del fumo di sigaretta su colture cellulari, impiegando una linea 
tumorale (Calu-3) che mantiene le caratteristiche delle cellule epiteliali respiratorie. 
I loro studi hanno dimostrato un aumento della fosforilazione delle catene leggere 
di miosina (MLC), coinvolte nella regolazione della polimerizzazione dei filamenti 
di actina a livello del citoscheletro. Non a caso, le interazioni tra le giunzioni 
29 
 
cellulari (giunzioni strette e aderenziali) e l’actina del citoscheletro, sono cruciali 
per comprendere la regolazione della permeabilità giunzionale. 
 
 
Figura 4. Struttura delle giunzioni strette e aderenziali. 
 
Questi risultati hanno fatto pensare che il fumo di sigaretta e le specie reattive 
dell’ossigeno che da esso derivano, possano attivare selettivamente il segnale a 
cascata di RhoA (Schreibelt et al., 2007). Una riorganizzazione delle fibre di actina 
che si dispongono a dare le cosiddette fibre di stress, tende, infatti, a distruggere o 
comunque allentare le giunzioni strette. Questo riarrangiamento da un lato è il 
risultato della fosforilazione delle MLC da parte di una MLC-chinasi (MLCK), 
attraverso una via calcio/calmodulina dipendente. Dall’altro lato, deriva 
dall’attivazione di RhoA e quindi del suo effettore Rho-chinasi (ROCK), che 
potenzia la fosforilazione delle MLC indirettamente, in quanto va ad inibire l’azione 
delle MLC-fosfatasi (MLCP) (Vandenbroucke et al., 2008). Ciò spiega perché nello 
studio di Olivera, l’inibizione di Rho-chinasi sopprima l’aumento di permeabilità 
indotto dal fumo.  
30 
 
La conseguenza logica di tale scoperta riguarda il cAMP, un potente secondo 
messaggero che funge da stabilizzante di membrana, prevenendo l’incremento di 
permeabilità in una duplice maniera. Anzitutto è in grado di attivare la protein-
chinasiA (PKA), la quale inibisce RhoA, interrompendo così il processo 
precedentemente descritto. cAMP può anche attivare direttamente EPAC, una 
delle principali proteine coinvolte nella trasduzione del segnale, proteina-G 
mediato, negli organismi eucarioti. In questa maniera è favorita l’integrità dei 
costituenti delle giunzioni cellula-cellula e la riorganizzazione classica dei filamenti 
di actina, con un consequenziale effetto stabilizzante (Vandenbroucke et al., 
2008).  
 
 
1.4 Terapia 
In passato lo sviluppo farmacologico, è proceduto piuttosto a rilento. La più grossa 
perplessità riguardava il “come” testare i farmaci, in quanto molto spesso erano 
richiesti studi a lungo-termine (oltre tre anni) ed un numero di pazienti molto 
elevato. Inoltre, molti dei soggetti affetti da BPCO selezionati, presentavano delle 
copatologie che quindi li escludevano dalle sperimentazioni cliniche per nuove 
terapie. Un altro problema risiedeva nelle poche informazioni esistenti circa i 
possibili markers da tenere sotto controllo, al fine di monitorare l’efficacia a breve-
termine e predire il potenziale a lungo-termine dei nuovi trattamenti. Solo 
recentemente, sono state effettuate alcune scoperte interessanti riguardo la 
biologia cellulare e molecolare della malattia, in modo da identificare nuovi 
bersagli terapeutici. Attualmente, esiste una necessità particolare di sviluppare 
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farmaci bersaglio-specifici, che contrastino in modo mirato i meccanismi cardine 
della patologia, ovvero l’infiammazione e il processo fibrotico e distruttivo a carico 
del tessuto.  Sono diverse le classi di farmaci in sviluppo pre-clinico e clinico di cui, 
ad esempio,  Barnes propone una rassegna (Barnes, 2005).   
 
 
Figura 5.Targets per la terapia della BPCO. 
 
1.4.1 Broncodilatatori e antinfiammatori 
steroidei 
Da un punto di vista farmacologico, i broncodilatatori e gli antinfiammatori 
steroidei, da soli o in combinazione, rappresentano la base della farmacoterapia 
per la BPCO, data la loro capacità di alleviare i sintomi e diminuire l’esacerbazione 
della malattia (Niewoehner, 2010). Infatti, il primo approccio logico è stato quello di 
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migliorare i broncodilatatori già esistenti, quali i β2-agonisti e gli anticolinergici. 
L’azione principale dei β2-agonisti è di promuovere un rilasciamento della 
muscolatura liscia bronchiale, stimolando i recettori β2-adrenergici. Questo, 
aumenta i livelli di cAMP, un messaggero intracellulare responsabile del controllo 
del tono della muscolatura liscia; infatti l’attivazione di tali recettori, da come 
risultato diretto la broncodilatazione.  
 
 
Figura 6. Azione dei β2-agonisti sul recettore β2 adrenergico. L’interazione farmaco-
recettore attiva la trasduzione del segnale mediato dalla proteina Gs. Quest’ultima 
permette l’attivazione dell’adenilato ciclasi (AC), che ciclizza l’ATP in cAMP. Esso, a 
sua volta, favorisce l’attivazione della protein chinasi A (PKA) che detta il 
rilasciamento della muscolatura liscia. 
 
Anche gli antagonisti muscarinici lavorano in questo senso, con la differenza che 
essi competono con l’acetilcolina per il legame al recettore muscarinico. 
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Legandosi al recettore in questione, lo bloccano e impediscono l’azione 
dell’acetilcolina, inibendo indirettamente la contrazione della muscolatura. 
I β2-agonisti short-acting (SABAs) sono stati i primi agenti appartenenti a questa 
classe a divenire disponibili per il trattamento della BPCO. Solo intorno alla fine 
del 1990, sono stati introdotti i β2-agonisti long-acting (LABAs), in seguito ad una 
sperimentazione molto positiva nell’asma. Questi ultimi presentano una durata 
d’azione di ben dodici ore, contro le sole quattro-sei ore degli short-acting, che 
quindi richiedono più somministrazioni giornaliere. I SABAs e LABAs disponibili 
oggi sono riportati nella tabella sottostante. 
 
 
Tabella 1.SABAs e LABAs comunemente utilizzati nella BPCO. 
 
I SABAs, come Salbutamolo e Fenoterolo, insieme agli antagonisti muscarinici 
short-acting (SAMAs), come l’Ipratropio bromuro, sono raccomandati in qualità di 
farmaci di soccorso per alleviare i sintomi acuti di broncospasmo a tutti i livelli di 
BPCO . Per i pazienti allo stadio II (moderato) o ad uno stadio più severo della 
malattia, è necessario invece un trattamento regolare con un LABAs, come 
Formoterolo o Salmeterolo, oppure un antagonista muscarinico long-acting 
(LAMAs), come il Tiotropio. In realtà, in questi casi, quando i sintomi 
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progrediscono, è raccomandabile combinare broncodilatatori di differenti classi, al 
fine di migliorarne l’efficacia. Ad esempio è largamente sfruttata l’associazione 
Tiotropio Bromuro – β2-agonista long-acting (Tashkin e Fabbri, 2010). 
Nel dicembre 2009, è stato approvato nell’Unione Europea, per il trattamento della 
BPCO, un particolare LABAs, l’Indacaterolo. Esso è un β(2)-agonista parziale con 
un’elevata efficacia intrinseca a livello recettoriale. Diversamente dagli altri 
agonisti parziali, non esibisce un comportamento antagonista in presenza di 
Isoprenalina (“near full agonist”). La potenza e l’efficacia intrinseca del farmaco 
sono state dimostrate in diversi lavori, inclusi modelli di bronchi e pezzi di polmone 
umani isolati. Tali studi hanno inoltre permesso di accertare una maggiore velocità 
nella comparsa dell’effetto e una più lunga durata d’azione dell’Indacaterolo 
rispetto a Formoterolo e Salmeterolo. L’effetto prolungato rispetto agli altri β2-
agonisti lipofili, potenzialmente può essere spiegato dalla più alta affinità che 
l’Indacaterolo manifesta nei confronti dei domini lipidici “a zattera” esistenti 
all’interno delle membrane; mentre la velocità nell’esplicare la sua azione, dipende 
dall’alta efficacia intrinseca a livello recettoriale. In pratica, l’Indacaterolo è definito 
un β2-agonista long-long-acting, con le sua 24 ore di durata dell’effetto. Questo è 
sicuramente un bene nel trattamento della malattia perché permette un’unica 
somministrazione giornaliera, rispetto alle due dei classici farmaci long-acting 
(Beier e Beeh, 2011). 
I corticosteroidi, sono sfruttati soprattutto in associazione con i farmaci 
precedentemente descritti. Essi manifestano un potentissimo effetto 
antinfiammatorio, andando a modificare sia la prima fase vascolare che la 
seconda cellulare del processo infiammatorio stesso. Recentemente sono stati 
introdotti alcuni glucocorticoidi, da somministrare per via inalatoria, a bassissima 
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biodisponibilità sistemica (Fluticasone), e a potente attività antinfiammatoria 
(Budesonide). Alcuni dati preliminari indicherebbero un effetto favorevole a medio 
termine nella prevenzione delle riacutizzazioni della BPCO. 
Malgrado la loro utilità clinica, questi farmaci non sono capaci né di correggere le 
alterazioni strutturali che avvengono durante la progressione dello stato 
patologico, né di rallentare il declino delle funzioni polmonari al quale sono 
soggetti i pazienti affetti da BPCO, sebbene riducano il numero di esacerbazioni. 
Inoltre va considerata anche la resistenza espressa dall’organismo nei confronti di 
entrambe le categorie. L’utilizzo prolungato di agonisti-β2-adrenergici, sia per via 
inalatoria che orale, porta alla desensibilizzazione eterologa dei recettori beta-2, 
espressi sulla muscolatura liscia bronchiale. D’altro canto, nemmeno i 
corticosteroidi, sia per via inalatoria sia orale, riescono a sopprimere 
l’infiammazione a livello polmonare e i macrofagi alveolari sembrano essere 
steroidi-resistenti. Potrebbe esserci, infatti, una resistenza attiva ai corticosteroidi; 
questi ultimi bloccano l’infiammazione tramite una deacetilazione delle sequenze 
istoniche dei geni pro-infiammatori. Il fumo di sigaretta va ad inibire tale processo 
di deacetilazione, perciò una strategia terapeutica è quella di usare molecole che 
favoriscono la deacetilazione e risensibilizzano le cellule all’azione dei 
corticosteroidi, come la teofillina a basse dosi, che aumenta l’attivazione 
dell’enzima istone-deacetilasi; oppure gli agonisti-β2long-acting che probabilmente 
sinergizzano con i corticosteroidi, facendo ottenere un effetto superiore a quello 
ottenuto se utilizzati da soli.  
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Figura 7. Meccanismo di resistenza ai corticosteroidi nella BPCO.  La stimolazione di macrofagi 
alveolari normali attiva il fattore nucleare-kB e altri fattori di trascrizione che favoriscono 
l’acetilazione di sequenze istoniche di geni che codificano per varie proteine infiammatorie. I 
corticosteroidi, attraverso il legame con il recettore per i glucocorticoidi (GR), attivano l’enzima 
istone deacetilasi-2 (HDAC-2), inibendo il meccanismo precedente. Nei pazienti con BPCO, il fumo 
di sigaretta attiva i macrofagi, ma lo stress ossidativo danneggia l’attività di HDAC-2, con 
conseguente amplificazione della risposta infiammatoria e riduzione dell’effetto anti-infiammatorio 
dei corticosteroidi su HDAC-2. 
 
 
1.4.2 Inibitori dei mediatori dell’infiammazione 
La soppressione della risposta infiammatoria grazie ad una terapia che ne blocca i 
mediatori è un altro approccio diretto al trattamento della BPCO, atto soprattutto a 
placare sintomi come la tosse e l’ipersecrezione di muco; a migliorare lo stato di 
salute e ridurre le esacerbazioni. Sostanzialmente questi farmaci mirano a 
bloccare la sintesi e/o gli effetti dei cosiddetti mediatori dell’infiammazione, come 
l’interleuchina-8, il leucotriene-B4, il fattore di necrosi tumorale-α, l’ossido nitrico, 
ecc. Siccome la BPCO è caratterizzata da un’infiammazione con macrofagi e 
neutrofili, l’attenzione è largamente focalizzata sull’inibizione del reclutamento e 
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dell’attivazione di queste cellule e sull’antagonismo dei loro prodotti. Moltissime 
chemochine e citochine sono implicate nella BPCO, perciò, da questo punto di 
vista, sono vari anche i bersagli per lo sviluppo di nuove terapie.  
 
1.4.2.1 Inibitori IL-8 
Tra gli inibitori delle chemochine, che promuovono per lo più la chemotassi dei 
neutrofili, prevalgono quelli per la famiglia delle cisteine-x-cisteine (CXC), 
maggiormente coinvolte nella malattia. Ad esempio sono stati riscontrati livelli 
marcatamente elevati di interleuchina-8 (IL-8) nei soggetti malati, non a caso essa 
è uno dei target prediletti. L’interleuchina-8 è di tipo pro-infiammatorio ed è  in 
grado di stimolare i neutrofili grazie a due recettori espressi sulla loro superficie, 
entrambi accoppiati a proteine-G, uno a bassa e l’altro ad alta affinità. Quando la 
IL-8 sfrutta il recettore a bassa affinità (CXCR1), è favorita l’attivazione e la 
degranulazione delle cellule neutrofiliche, mentre quando è coinvolto quello ad alta 
affinità (CXCR2), è attivata la chemotassi. Una considerazione importante sta nel 
fatto che mentre il CXCR1 è un recettore esclusivo per IL-8; il CXCR2 è condiviso 
con altri membri della famiglia delle CXC, come l’oncoproteina-α; anch’essa 
fortemente espressa nei soggetti affetti da BPCO. Ecco perché un antagonista 
CXCR2 è molto più utile di un antagonista CXCR1. Inoltre il recettore CXCR2 è 
espresso anche sui monociti e questo avvalora ulteriormente la tesi precedente; 
l’inibizione della chemotassi dei monociti, potrebbe, infatti, ridurre pesantemente 
anche l’aumento di macrofagi che si riscontra a livello polmonare nei soggetti 
malati. 
 Fisiologicamente, l’azione di IL-8 è contrastata dall’interleuchina-10 (IL-10). E’ 
questa una citochina anti-infiammatoria, ad ampio spettro d’azione. La sua 
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principale funzione è di inibire il rilascio, da parte dei macrofagi, d’interleuchina-8 e 
del fattore di necrosi tumorale-α. Essa, inoltre, è in grado di capovolgere 
l’equilibrio proteasi-antiproteasi a favore delle antiproteasi, riducendo l’espressione 
delle metalloproteinasi e contemporaneamente, aumentando l’espressione degli 
inibitori tissutali endogeni delle stesse. Nei soggetti affetti da BPCO, la 
concentrazione di IL-10 è più bassa del normale, ecco perché anche questa 
citochina è un possibile bersaglio farmacologico. IL-10 potrebbe avere un 
potenziale terapeutico, specialmente se si dovessero scoprire in futuro degli 
agonisti specifici per i suoi recettori, oppure se si dovesse avere la possibilità di 
attivare selettivamente una sua via di trasduzione del segnale.  
 
1.4.2.2 Inibitori LTB4 
Un altro importante agente pro-infiammatorio è il leucotriene-B4 (LTB4), presente 
ad alti livelli nei soggetti con BPCO .LTB4 deriva dall’attivazione della cascata 
dell’acido arachidonico, il quale è liberato dai fosfolipidi grazie all’azione della 
fosfolipasi A2. Quando su di esso agiscono le cicloossigenasi si producono 
prostaglandine, prostacicline e trombossani, mentre quando agiscono le 
lipoossigenasi si hanno i leucotrieni. Il LTB4 è un potente fattore chemotattico 
rilasciato dai neutrofili e, in minor parte, anche dai macrofagi alveolari e potrebbe 
dare sinergismo con l’interleuchina-8. Sono riconosciuti due sottotipi di recettore 
per il LTB4, quello di tipo 1 (BLT1) e quello di tipo 2 (BLT2). I recettori di tipo 1 sono 
espressi soprattutto su granulociti e monociti, mentre i recettori di tipo 2 si trovano 
per lo più sui linfociti-T.  Antagonisti BLT1 sono stati sviluppati per contrastare 
l’infiammazione neutrofilica che caratterizza la BPCO. Un’altra strategia prevede di 
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agire a monte nella cascata dell’acido arachidonico ed andare così ad inibire 
direttamente l’enzima che produce il LTB4, cioè la 5’-lipoossigenasi. Di essa, 
esistono diversi inibitori, sebbene il loro sviluppo clinico ha comportato non pochi 
problemi a  causa dei numerosi effetti collaterali. N. Gueli (Gueli et al., 2011), pone 
l’attenzione sul Montelukast. Esso è in realtà un antagonista del recettore dei 
cisteinil-leucotrieni non specifico, designato a inibire l’interazione tra i cisteinil 
leucotrieni e i loro recettori sulle cellule effettrici. In generale, i cisteinil-leucotrieni 
provocano broncocostrizione, aumento della permeabilità microvascolare e 
ipersecrezione di muco e provocano contrazione della muscolatura liscia delle vie 
respiratorie, caratteristiche in parte presenti nei pazienti con BPCO. Nella 
semplicità di questo meccanismo d’azione, è stato proposto che il Montelukast 
potrebbe essere utile nel trattamento a lungo termine della patologia. 
 
1.4.2.3 Inibitori TNF-α 
Il fattore di necrosi trasformante (TNF-α) è una potente citochina pro-infiammatoria 
con proprietà pleiotropiche e rappresenta un mediatore-chiave dell’infiammazione, 
inducendo l’interleuchina-8 e altre chemochine attraverso l’attivazione del fattore 
nucleare di trascrizione-kB (NF-kB). Il TNF-α opera legando due recettori, 
strutturalmente connessi, che si trovano sulla superficie cellulare, il p55 e il p75. Il 
recettore p55 sembra essere responsabile della maggior parte delle funzioni di 
questa citochina. Entrambi i recettori possono essere isolati proteoliticamente e 
rilasciati in forma solubile (Petrescu et al., 2010).Un anticorpo monoclonale 
umanizzato anti-TNF, ovvero l’Infliximab, così come un recettore solubile per il 
TNF, l’Etanercept, sono particolarmente efficaci in altre patologie infiammatorie 
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croniche, come l’artrite reumatoide. Ecco perché si considera il loro utilizzo anche 
in pazienti con BPCO, soprattutto in quelli che manifestano prevalentemente 
sintomi sistemici.  Tuttavia, in linea generale, gli inibitori del TNF-α non hanno 
manifestato in maniera assoluta effetti clinicamente benefici sui soggetti con 
BPCO, anche se un recente studio ha dimostrato una significativa riduzione del 
processo patologico indotto dal fumo, sul tessuto alveolare di ratto (Petrescu et al., 
2010).Un bersaglio più interessante potrebbe essere l’enzima TACE (enzima 
convertente il TNF-α), necessario per il rilascio di TNF-α solubile. Sono, infatti, in 
sviluppo clinico piccole molecole TACE-inibitrici, alcune delle quali sono anche 
inibitori delle metalloproteinasi.  Inoltre vari studi suggeriscono che, sia il TNF-α, 
che i propri recettori, potrebbero essere utili biomarkers grazie al loro potenziale 
valore prognostico, in diverse patologie associate all’infiammazione locale e 
sistemica. Oggi è comunemente accettato che la BPCO è una condizione 
preventivabile, perciò è utile scoprire nuovi biomarkers che permettano di valutare 
il rischio individuale della malattia, al fine di aumentare l’efficacia della 
prevenzione primaria e secondaria: il TNF-α potrebbe essere uno di questi 
(Petrescu et al., 2010).  
 
1.4.2.4 Inibitori delle molecole di adesione 
Il reclutamento di neutrofili, monociti e linfociti-T nei polmoni e nel tratto 
respiratorio dipende dalle molecole di adesione espresse da queste cellule e dalle 
cellule endoteliali della circolazione bronchiale e polmonare. Sono varie le 
molecole di adesione che oggi possono essere inibite farmacologicamente, basti 
pensare alle E-selettine posizionate sulle cellule endoteliali, che interagiscono con 
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il fattore di Lewis(x) presente sui neutrofili. E’ stata creata una molecola che mima 
perfettamente tale fattore, perciò lega le selettine al suo posto, determinandone il 
blocco e quindi inibendo l’adesione dei granulociti, con effetto preferenziale sui 
neutrofili.  
 
1.4.2.5 Inibitori delle fosfodiesterasi 
Da anni, uno dei target prediletti per la terapia delle malattie infiammatorie delle 
vie aeree, come asma e BPCO, è rappresentato dalle fosfodiesterasi (PDEs). 
Sono questi degli enzimi cAMP- o cGMP-specifici, che hanno una distribuzione 
ubiquitaria nell’organismo. Si conoscono ben 11 gruppi di isoenzimi, ciascuno con 
varie isoforme. Dal nostro punto di vista, di particolare interesse è l’isoenzima 
PDE4, che idrolizza l’AMP ciclico ed è espresso nelle cellule del polmone, come 
cellule della muscolatura liscia, dell’epitelio delle vie aeree e cellule infiammatorie 
tra cui neutrofili, linfociti e macrofagi. Sono stati creati, nel tempo, diversi inibitori 
della PDE4 inclusi il Rolipram, il Cilomilast ed il Roflumilast. Tra questi, il 
Roflumilast è stato il primo ad essere sviluppato ed approvato per il commercio in 
Europa nella terapia della BPCO. Esso incrementa notevolmente i livelli di cAMP 
intracellulare, anche grazie al suo metabolita attivo N-ossido.  Ricerche di 
laboratorio hanno evidenziato un effetto sorprendente del farmaco sul TNF-α, di 
cui inibisce il rilascio da parte dei monociti della circolazione sanguigna periferica. 
Ma soprattutto, merita di essere sottolineato, l’effetto indiretto sulla proliferazione 
cellulare. Sembra, infatti, che il cAMP abbia un effetto inibitorio sulla proliferazione 
e perciò è stato postulato che gli inibitori-PDE4 potrebbero esercitare un effetto-
antirimodellamento sulle vie respiratorie. Normalmente le fosfodiesterasi riducono 
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il livello di cAMP e quindi smorzano questo suo effetto inibitorio, favorendo il 
rimodellamento tissutale, che è tipicamente indotto ad esempio dal fumo di 
sigaretta. Inibendo la PDE4, il cAMP aumenta ed esercita appieno l’inibizione 
proliferativa (Antoniu, 2011).  
Un limite degli inibitori-PDE4 è costituito dagli effetti collaterali, in particolar modo 
nausea ed altri problemi gastrointestinali. In realtà, sembra possibile che il vomito 
sia dovuto all’inibizione di un particolare sottotipo di PDE4; questo innalza la 
possibilità che siano creati inibitori sottotipo-specifici, che possano mantenere 
l’effetto antinfiammatorio, ma abbiano, nel contempo, una più bassa propensione 
a dare effetti collaterali. La PDE4D, espressa nella zona chemosensitiva e nel 
tronco encefalico, è il sottotipo responsabile di nausea e vomito e 
contemporaneamente quello con minor azione pro-infiammatoria. Al contrario la 
forma PDE4B è responsabile di vari effetti pro-infiammatori. Il Cilomilast, ad 
esempio, è selettivo per l’isoenzima PDE4D, perciò ha una naturale propensione a 
causare emesi; mentre il Roflumilast, non è selettivo per nessun sottotipo 
specifico, perciò è comunque preferibile al primo. E’ comunque ovvio, a questo 
punto, che un farmaco ideale sarebbe un inibitore-PDE4B selettivo, ed infatti la 
ricerca sta muovendosi proprio in questo senso: è tuttora in fase preclinica di 
studio un sale, etil-estere-xinafoato, che esercita effetti antinfiammatori e 
broncodilatatori, che potrebbe essere utilizzato in sinergismo con corticosteroidi o 
β2-agonisti (Antoniu, 2011). 
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1.4.2.6 Inibitori NF-kB 
Il fattore nucleare di trascrizione-kB (NF-kB) regola l’espressione 
dell’interleuchina-8 e altre chemochine, del fattore di necrosi tumorale-α ed altre 
citochine infiammatorie e delle metalloproteinasi. NF-kB è particolarmente attivo 
nei macrofagi e nelle cellule epiteliali dei pazienti affetti da BPCO, soprattutto 
durante le esacerbazioni. Esistono vari modi per inibire tale fattore. L’approccio più 
promettente è quello di bloccare IKK-2 (chinasi che induce NF-kB), tramite delle 
piccole molecole inibitrici, che dovrebbero essere efficaci nel trattamento della 
malattia, anche lì dove si ha resistenza all’azione antinfiammatoria dei 
corticosteroidi. L’unico problema riguardo un’inibizione a lungo-termine di NF-kB, è 
la possibilità che si sviluppi un indebolimento delle difese immunitarie del paziente. 
 
1.4.2.7 Inibitori MAP chinasi 
Nella regolazione dell’espressione di IL-8; TNF-α e MMPs svolge un ruolo chiave 
anche la famiglia delle MAP chinasi. Tra queste ultime spicca la p38 MAP chinasi, 
attivata dallo stress cellulare. Sono state sviluppate diverse molecole inibitrici, che 
hanno un ampio intervallo di effetti antinfiammatori. Ad esempio, la SB 239063 
riduce l’infiltrazione di neutrofili dopo l’inalazione di endotossine; questo conferma 
il suo potenziale come agente antinfiammatorio nella BPCO. Si pensa a questi 
composti soprattutto come farmaci da somministrare per via inalatoria, in quanto, 
essendo molecole ad ampio spettro d’azione, potrebbero avere un’elevata 
tossicità.  
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1.4.2.8 Inibitori PI-3Ks 
Fosfoinositolo-3-chinasi (PI-3Ks) è una famiglia di enzimi che guidano la 
costituzione di secondi messaggeri lipidici che, a loro volta, regolano un elevato 
numero di eventi cellulari. Il PI-3Kγ è una particolare isoforma coinvolta nel 
reclutamento e nell’attivazione dei neutrofili. Lo “spegnimento” del gene PI-3Kγ 
comporta di conseguenza un’inibizione dell’attivazione e della migrazione 
neutrofilica, così come un danneggiamento delle funzioni di macrofagi e linfociti-T. 
Questo suggerisce che un inibitore selettivo dell’enzima in questione potrebbe 
avere un’attività antinfiammatoria rilevante nella BPCO.  
 
1.4.2.9 Agonisti PPAR 
Infine, un cenno va anche ai recettori attivati dai proliferatori perossisomiali 
(PPARs), appartenenti alla superfamiglia dei recettori steroidei. Ad oggi, è 
riconosciuta l’esistenza di tre sottotipi PPAR-α, PPAR-γ, PPAR-δ, ampiamente 
espressi nell’organismo. Ad esempio, gli agonisti PPAR-γ inibiscono il rilascio di 
citochine pro-infiammatorie dai monociti e inducono l’apoptosi del linfociti–T, 
perciò anch’essi manifestano effetti antinfiammatori tali da includerli nei farmaci 
contro la BPCO.  
 
1.4.3 Farmaci antiossidanti 
Come già spiegato precedentemente, lo stress ossidativo è una delle 
caratteristiche predominanti della BPCO; ecco perché le nuove terapie mirano 
anche all’utilizzo di farmaci antiossidanti. 
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Uno tra i più sfruttati è la N-acetilcisteina (NAC), che è stato dimostrato avere un 
effetto antiossidante in vivo e in vitro perché è un fornitore di cisteina, 
fondamentale per la produzione di glutatione nell’organismo (Bandarupalli e 
Williams, 2009). Sono sfruttati anche componenti stabili del glutatione, analoghi 
della superossido dismutasi e farmaci a base di selenio. 
Lo stress ossidativo e l’aumentato rilascio di ossido nitrico (NO) grazie all’attività 
della N-ossido sintetasi inducibile (iNOS), può portare alla fomazione di 
perossinitrito; un potente radicale che lega gruppi nitro alle proteine, alterandone 
le funzioni. La 3-Nitrotirosina è un marker che indica la formazione di perossinitrito 
nell’organismo ed è marcatamente elevata in soggetti affetti da BPCO. Sono in 
sviluppo, inibitori selettivi della iNOS, tra cui la L-N6-(1-imminoetil)lisina, la quale 
determina una riduzione importante e duratura della concentrazione di ossido 
nitrico durante l’espirazione.  
Infine, tra i componenti antiossidanti, è annoverato anche il Resveratrolo; un 
componente fenolico del vino rosso che presenta proprietà antiossidanti e 
antinfiammatorie. Esso manifesta un effetto inibitorio imponente sul rilascio di 
citochine da parte dei macrofagi alveolari dei pazienti affetti da BPCO, che 
mostrano una ridotta o nulla risposta alla terapia con corticosteroidi (Culpitt et al.; 
2003). Il meccanismo molecolare con cui espleta tale azione è al momento ancora 
sconosciuto, ma l’identificazione di bersagli cellulari per questo farmaco potrebbe 
portare allo sviluppo di una nuova classe di composti antinfiammatori. La pecca 
dell’utilizzo diretto del Resveratrolo, sta nella bassa biodisponibilità che deriva 
dalla sua somministrazione orale; si sta cercando infatti di sintetizzare delle 
molecole sue analoghe, oppure delle formulazioni inalatorie, che permettano una 
maggiore biodisponibilità (Barnes; 2005). 
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1.4.4 Farmaci agenti sulle cellule strutturali 
Un ultimo approccio terapeutico nei confronti della BPCO, prevede l’utilizzo di 
farmaci che agiscono direttamente sulla struttura cellulare dell’apparato 
respiratorio, mirando a contrastare effetti come l’ipersecrezione di muco, la fibrosi 
e il rimodellamento tissutale.  
 
1.4.4.1 Mucoregolatori 
L’ipersecrezione di muco è comunemente presente nei fumatori, ma non è 
necessariamente associata a limitazioni nella capacità respiratoria. Farmaci 
mucolitici sono stati usati per diversi anni per ridurre la viscosità del muco, ma 
questi ultimi non sembrano avere un valore clinico apprezzabile. Ultimamente 
infatti, ci si è orientati verso altre strategie. L’ipersecrezione di muco nella BPCO, 
è largamente guidata dalla risposta infiammatoria neutrofilica; di conseguenza si è 
pensato all’utilizzo di una terapia antinfiammatoria.  
Il fattore di crescita dell’epidermide (EGF) svolge un ruolo critico nella secrezione 
di muco a livello delle vie respiratorie e media la risposta secretoria da parte di vari 
secretagoghi, incluso lo stress ossidativo, il fumo di sigaretta e le citochine 
infiammatorie. EGF potrebbe anche essere responsabile dell’iperplasia mucosa 
tipica delle bronchiti croniche. Sono state create, a tal proposito, piccole molecole 
inibitrici del recettore chinasico dell’EGF, come ad esempio il Gefitinib. 
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1.4.4.2 Inibitori della fibrosi 
La fibrosi è un elemento caratteristico delle fasi più severe della BPCO. Il 
principale colpevole dell’induzione di tale processo risulta il fattore di crescita 
trasformante-β1 (TGF-β1). Esso è altamente espresso nell’epitelio e nei macrofagi 
presenti a livello delle piccole vie aeree di soggetti portatori della malattia. E’ un 
potente induttore di fibrosi e favorisce il restringimento delle vie respiratorie, 
soprattutto grazie alla capacità di stimolare il rilascio di un potente mediatore 
fibrogenico. Inoltre, il TGF-β1 è in grado di attivare le metalloproteinasi-9 (MMP-9), 
responsabili dello sviluppo di enfisema. Le MMP-9, a loro volta, favoriscono il 
rilascio di TGF-β1, perché mediano la proteolisi delle proteine che normalmente 
legano il fattore garantendone l’inattività. In pratica si instaura, col tempo, un 
legame diretto tra il processo fibrotico e quello enfisematoso, che si alimentano 
vicendevolmente. Ancora, il TGF-β1 è responsabile di una down-regulation a 
carico dei recettori β2-adrenergici; di conseguenza limita la bronco dilatazione 
indotta dai β2-agonisti.  
Per tutti i precedenti motivi, l’inibizione del TGF-β1 potrebbe essere una strategia 
terapeutica nella BPCO; infatti, sono in sviluppo suoi diretti inibitori e molecole che 
bloccano a più livelli la sua via di attivazione. Purtroppo la sicurezza a lungo-
termine di questi farmaci potrebbe essere un problema, in particolar modo per la 
capacità di riparazione tissutale che il TGF-β1 presenta e per le proprietà 
antinfiammatorie, che verrebbero entrambe meno. 
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1.4.4.3 Rigeneratori del tessuto polmonare 
Un elemento critico nella patogenesi cellulare della BPCO, è il processo di 
rimodellamento a cui va progressivamente incontro il tessuto respiratorio.  
Sicuramente uno dei principali meccanismi responsabili dell’ostruzione delle vie 
aeree nell’ambito della malattia, è rappresentato dalla perdita di elasticità che si 
manifesta a livello del parenchima polmonare a causa della sua distruzione 
proteolitica. Sembra improbabile che tale meccanismo sia reversibile, tuttavia si 
mira almeno a ridurne il grado di progressione, cercando di prevenire i processi 
patologici infiammatori ed enzimatici che lo favoriscono. 
Studi effettuati su ratti hanno dimostrato un marcato effetto dell’Acido Retinoico, il 
quale sembrerebbe aumentare il numero degli alveoli (Belloni et al., 2000). Esso 
attiva i propri recettori, che agiscono come fattori di trascrizione e regolano 
l’espressione di diversi geni coinvolti nella crescita e differenziazione del tessuto. Il 
meccanismo molecolare sfruttato e la possibilità che ciò possa avvenire anche 
nell’uomo è ancora un’incognita. Nonostante ciò, sono stati sviluppati vari agonisti 
per i differenti sottotipi di recettori dell’acido retinoico, in modo da avere un’elevata 
selettività e, di conseguenza, un più basso rischio di comparsa di effetti collaterali. 
Il recettore che media l’azione sugli alveoli è di tipo γ. 
Un’altra possibilità di riparazione del tessuto danneggiato a causa dell’enfisema è 
l’uso di cellule staminali. Gli pneumociti di tipo 2 e le cellule di Clara potrebbero ad 
esempio essere adatte per la riparazione alveolare ed infatti è questa un’area 
attiva di ricerca.  
Modifiche a carico delle proteine strutturali del parenchima polmonare, si 
ottengono anche a causa dell’ormai noto disequilibrio tra proteasi, che digeriscono 
soprattutto l’elastina e antiproteasi che proteggono da questa distruzione. Ciò 
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suggerisce che inibire gli enzimi proteolitici, o incrementare le proteasi endogene, 
potrebbe dare un beneficio e teoricamente prevenire l’ostruzione delle vie aeree 
nella BPCO. Sono stati fatti progressi considerevoli nell’identificazione degli enzimi 
coinvolti nell’attività elastolitica e nella caratterizzazione delle antiproteasi 
endogene che invece contrastano tale attività. Malgrado ciò, il fatto che numerose 
proteinasi sono implicate nella BPCO, può far pensare che bloccare un singolo 
enzima, potrebbe non generare l’effetto sperato.  
L’approccio che sembra essere più promettente prevede lo sviluppo di piccole 
molecole inibitrici, soprattutto nei confronti degli enzimi ad attività elastolitica 
(Luisetti et al.; 1996). Sono stati creati composti potenti, come ONO-5046 e 
FR901277, che limitano il danno polmonare provocato dalle neutrofilo elastasi in 
vari animali da esperimento. Tali farmaci sono solitamente somministrati per via 
inalatoria ed hanno anche la capacità di bloccare altre proteasi rilasciate dai 
neutrofili, come la catepsina G e la proteinasi-3. Tuttavia le neutrofilo-elastasi 
potrebbero non avere un ruolo protagonista nello sviluppo dell’enfisema; c’è infatti 
la possibilità che altre proteinasi abbiano un’importanza maggiore nell’elastolisi, ad 
esempio alcune specifiche mettalloproteinasi (MMPs). La MMP-9 è una 
metalloproteinasi over-espressa dai macrofagi alveolari di pazienti affetti da BPCO 
ed è il principale enzima ad azione elastolitica rilasciato da queste cellule; ecco 
perché rappresenta un buon target per lo sviluppo farmaceutico. E’ necessario 
ricercare inibitori selettivi della MMP-9, poiché quelli non selettivi, come il 
Marimastat, danno effetti collaterali muscolo scheletrici non sottovalutabili.  
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1.4.5 Sviluppi futuri 
Nuovi farmaci per il trattamento della BPCO sono necessari. Ovviamente la strada 
preferibile sarebbe quella che prevede di smettere di fumare, ma è stato provato 
che ciò è particolarmente difficoltoso per la maggior parte dei pazienti.  
E’ inoltre importante identificare i fattori genetici che determinano perché solo una 
minoranza (20%) dei fumatori sani sviluppa la malattia. I geni che predispongono 
allo sviluppo della BPCO potrebbero fornire nuovi bersagli terapeutici.  
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2 Scopo della tesi 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è stato quello di creare un sistema che 
riproducesse le alterazioni di barriera indotte dal fumo di tabacco nelle vie 
respiratore. A tal proposito, è stato realizzato un modello in vitro che riproducesse 
la barriera epiteliale respiratoria e un estratto di fumo di sigaretta con proprietà tali 
da indurre alterazioni significative della resistenza trans-epiteliale (TEER) e della 
permeabilità paracellulare. 
Tale modello potrà essere sfruttato per lo studio di farmaci e di nuove molecole di 
sintesi capaci di recuperare il danno di barriera indotto dal fumo di sigaretta, che 
rappresenta un aspetto chiave nella patogenesi molecolare e cellulare delle 
malattie fumo-correlate. 
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3 Materiali e metodi 
3.1 Composti chimici 
3.1.1 Salbutamolo 
Il salbutamolo è un farmaco β2-agonistaad azione rilasciante sulla muscolatura 
liscia bronchiale che appartiene alla categoria dei farmaci β2-agonisti short acting, 
poiché produce un’azione rapida ma di breve durata (circa tre ore). 
Il salbutamolo (Sigma Aldrich), dopo essere stato pesato, è stato disciolto in 
tampone fosfato (PBS; Sigma Aldrich), per formare una soluzione madre 10 mM, 
che poi è stata successivamente diluita, tramite mezzo di coltura RPMI1640 non 
addizionato dei vari fattori di crescita, per ottenere le concentrazioni da saggiare 
(0.2 µM; 0.5µM; 1 µM e 10µM).   
 
3.1.2 Salmeterolo 
Il salmeterolo è un farmaco β2-agonista ad azione rilasciante sulla muscolatura 
liscia bronchiale, che appartiene alla categoria dei farmaci β2-agonisti long acting, 
poiché restando ancorato a domini particolari presenti sulla membrana cellulare, è 
rilasciato gradualmente a livello recettoriale e quindi manifesta un’azione duratura 
nel tempo (circa 12 ore). 
Il salmeterolo (Sigma Aldrich, Milano), dopo essere stato pesato, è stato disciolto 
in dimetilsolfossido (DMSO; Sigma-Aldrich, Milano), in modo da ottenere una 
soluzione madre 10 mM, che poi è stata diluita, tramite mezzo di coltura 
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RPMI1640 non addizionato dei vari fattori di crescita, per ottenere la 
concentrazione da saggiare (0,2µM).  
 
3.1.3 Forskolina 
La Forskolina è un attivatore diretto dell’adenilato ciclasi. Essa induce un aumento 
dell’AMP ciclico tramite un meccanismo indipendente dai recettori β2-adrenergici. 
La Forskolina (Sigma Aldrich, Milano), dopo essere stata pesata, è stata disciolta 
in acqua milliQ in modo da ottenere una soluzione madre 50 mM, che poi è stata 
successivamente diluita con tampone fosfato (PBS, Sigma Aldrich) per ottenere la 
concentrazione da saggiare (1 µM). 
 
3.1.4 FD4 
FD4 (fluorescein isothiocyanate-labelled dextrans of molecular weight) è una 
macromolecola idrofilica del peso molecolare pari 4,4 KDa, usata come tracciante 
fluorescente in modelli sperimentali di permeazione epiteliale (Zambito et al., 
2009). In questo lavoro di tesi, FD4 è stata impiegata per valutare le caratteristiche 
di permeabilità del monostrato cellulare costituito dalla linea Calu-3.  
Il composto FD4 (Sigma-Aldrich, Milano), dopo essere stato pesato, è stato 
disciolto in tampone fosfato (PBS), per formare una soluzione madre di 80 mg/ml. 
Quest’ultima è stata in seguito diluita 1:100 in modo da ottenere una 
concentrazione 0.8 mg/ml. 
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3.2 Linea cellulare 
La linea Calu-3 (ATCC, USA) deriva da cellule di adenocarcinoma bronchiale 
umano.  Tali cellule crescono in adesione e hanno un tempo di duplicazione di 
circa 36 ore. Da un punto di vista morfologico presentano forma irregolare e 
tendono a crescere in adesione, dapprima raggruppandosi in cluster, e poi 
formando un unico monostrato. 
Al mezzo di coltura (RPMI1640; Lonza, Milano) è stato aggiunto siero fetale 
bovino (FBS) al 10% e una miscela 1:1 degli antibiotici penicillina (50UI/ml) e 
streptomicina (50 µg/ml) (Euroclone, Milano) all’1%. 
La coltura della linea tumorale è stata realizzata in fiasche T75 e T25 ad una 
temperatura costante di 37 °C ed un’atmosfera controllata al 5% di CO2. Le cellule 
sono state controllate quotidianamente e il mezzo di coltura è stato sostituito circa 
ogni due giorni.  
Per il mantenimento delle cellule in coltura, il mezzo è stato aspirato con una 
pipetta pasteur sterile e lo strato cellulare lavato con 5-6 ml di PBS. 
Successivamente, il PBS è stato scartato e alle cellule è stato aggiunto 1 ml di 
soluzione contenente tripsina/EDTA. La fiasca è stata posta in incubatore per un 
tempo sufficiente a garantire l’azione enzimatica necessaria per staccare le cellule 
dal fondo della stessa. Per neutralizzare l’effetto della tripsina è stata aggiunta una 
quantità di mezzo pari a circa 5 ml di volume. A questo punto la sospensione 
cellulare ottenuta è stata trasferita in una provetta da 15 ml. Le cellule sono state 
quindi centrifugate a 1.100 rpm per 3 minuti, il sopranatante scartato ed il pellet 
cellulare risospeso in un volume di mezzo appropriato, così che le cellule 
potessero essere utilizzate per gli esperimenti, seminate nuovamente nelle fiasche 
per il mantenimento in coltura, oppure congelate. 
55 
 
3.3 Congelamento cellulare 
La conservazione della linea cellulare a lungo termine ha richiesto una procedura 
di congelamento. Il mezzo di congelamento è stato ottenuto aggiungendo al 
mezzo di coltura specifico della linea cellulare DMSO al 7%. 
Per il congelamento, le cellule sono state staccate dalla fiasca di coltura e 
centrifugate come descritto in precedenza. Una volta eliminato il sopranatante, il 
pellet è stato risospeso in 1,8 ml di mezzo di congelamento, posto per circa 24-48 
ore a una temperatura di -80°C e in seguito conservato in azoto liquido. 
 
3.4 Analisi della vitalità cellulare 
La valutazione della vitalità e dell'integrità del monostrato cellulare, è stata 
eseguita mediante il Trypan blue, un colorante che permette di evidenziare le 
cellule vitali rispetto a quelle che hanno subito un danno. In quest'ultime, il 
colorante permea all'interno della cellula facendole assumere una colorazione blu 
a differenza di quelle vitali che rimangono trasparenti e traslucide.  
 
3.5 Creazione di monostrati cellulari 
Le cellule sono state seminate su inserti Transwell (Corning, New York, USA). Tali 
supporti sono muniti di 12 pozzetti da 12 mm di diametro. Ciascun pozzetto, a sua 
volta, è provvisto di due camere, apicale e basolaterale, separate da una 
membrana in policarbonato/poliestere con pori di 0.4 µm, su cui è fatto crescere il 
monostrato cellulare. 
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Le cellule sono state seminate ad una densità di 105 cellule/well, in 500 µl di 
terreno di coltura completo, per ciascuna delle 12 camere apicali dell’inserto. 
Nelle camere basolaterali sono stati, invece, introdotti 1,5 ml del suddetto 
mezzo. Le cellule sono state mantenute in incubatore al 5% di CO2 e 37 °C al 
fine di raggiungere il 100% di confluenza. Durante il periodo d’incubazione le 
transwell sono state quotidianamente controllate. In fase preliminare, sono 
state effettuate misurazioni della resistenza elettrica trans-epiteliale (TEER), a 
6, 12 e 18 giorni dalla semina, per valutare lo stato di continuità del 
monostrato. Sulla base di tali prove preliminari e in accordo con i dati riportati 
in letteratura, le cellule sono state tenute in coltura per 12 giorni; un intervallo 
di tempo in seguito al quale si ottenevano valori di TEER compresi tra 1100-
1400 Ω·cm2, ritenuti opportuni per la creazione di una barriera epiteliale 
sufficientemente omogenea. Il mezzo di coltura è stato sostituito in entrambe le 
camere ogni circa 2 giorni. Dal tredicesimo giorno i monostrati ottenuti sono 
stati usati per gli esperimenti. 
 
Figura 8. Rappresentazione della 
struttura di un singolo pozzetto nel 
supporto transwell. 
Figura 9. Transwell 
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3.6 Preparazione dell’estratto di fumo di 
sigaretta (CSE) 
L’estratto di fumo di sigaretta (CSE) è stato preparato in accordo con la procedura 
descritta da Glader e collaboratori. (Glader et al., 2006). 
L’apparecchiatura adoperata è costituita da un corpo centrale rappresentato da un 
rubinetto a tre vie: tramite la prima via esso è collegato a una beuta da 250 ml, in 
cui è introdotta l’opportuna quantità di liquido; tramite la seconda e la terza è 
connesso rispettivamente a una sigaretta e a una siringa da 60 ml. La procedura 
si sviluppa in due fasi: la prima in cui il fumo di sigaretta è aspirato mediante la 
siringa e la seconda in cui l’aspirato è introdotto all’interno della beuta, venendo a 
contatto con il mezzo di coltura RPMI1640. Durante tutto il procedimento, il 
dispositivo è posto su un agitatore, al fine di favorire il mescolamento delle due 
fasi nella beuta. 
Sono stati eseguiti una serie di esperimenti per ottimizzare le caratteristiche del 
CSE; in particolare, è stato valutato l’effetto dei seguenti fattori sulla vitalità 
cellulare e/o sull’integrità del monostrato epiteliale: 
 
1. Volume di mezzo da utilizzare (10 ml e 50 ml) 
2. Numero di sigarette (1, 2 e 5) 
3. Presenza o assenza del filtro 
4. Concentrazione dell’estratto (100%, 50%, 25% e 12.5%) 
5. Assorbanza a 320 nm 
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Questi esperimenti si sono resi necessari per ottenere un CSE capace di indurre 
un danno al monostrato cellulare, evitando però un effetto citotossico. 
Inizialmente è stato valutato l’effetto di un CSE prodotto mediante l’aspirazione di 
1 sigaretta munita di filtro in 10 ml di veicolo e successivamente stato invece 
considerato un estratto che ha previsto l’aspirazione di 2 sigarette prive di filtro in 
50 ml di veicolo.  
Al fine di ottenere un estratto più concentrato, sono state anche effettuate delle 
prove con un numero maggiore di sigarette aspirate (5) sempre sprovviste di filtro. 
Un altro fattore preso in considerazione è stato la concentrazione del CSE 
ottenuto con la procedura sopra descritta. Sono state, quindi, analizzate le 
seguenti percentuali di diluizione del CSE: 
 
100% (madre)         50%          25%          12.5% 
 
La diluizione della soluzione madre è stata eseguita mediante aggiunta di 
RPMI1640. 
Per ottenere una più accurata riproducibilità sperimentale, è stato considerato 
come parametro di riferimento il valore di assorbanza a 320 nm, ovvero la 
lunghezza d’onda d’assorbimento dei composti organici contenuti nell’estratto di 
fumo di sigaretta. 
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3.7 Resistenza elettrica trans-epiteliale 
(TEER) 
La TEER, che rappresenta una misura della resistenza al flusso ionico attraverso 
lo strato epiteliale, riflette il grado di confluenza delle cellule e quindi la formazione 
di giunzioni cellulari (Casettari et al., 2010). Di conseguenza, la sua misurazione 
fornisce precise informazioni sulle caratteristiche di barriera che il monostrato di 
cellule epiteliali possiede, prima e dopo l’esposizione all’agente tossico.  
L’analisi della resistenza elettrica è stata eseguita tramite un voltmetro (Millipore, 
USA) corredato di due asticelle munite di elettrodi perfettamente inseribili nelle 
due camere del supporto transwell. 
All’inizio dell’esperimento, in entrambe le camere, il terreno di coltura completo è 
stato sostituito con solo RPMI1640 e l’inserto è stato posto in incubatore per 1 ora, 
tempo necessario al raggiungimento della condizione di equilibrio nelle nuove 
condizioni. In seguito, è stata eseguita una prima misurazione che ha permesso di 
ottenere i valori basali di TEER (T0). Subito dopo, 500 µl di mezzo presenti in 
ciascuna camera apicale sono stati rimossi e sostituiti con un ugual volume delle 
soluzioni contenenti le sostanze da saggiare. 
 
3.7.1 Disegno sperimentale 
Il disegno sperimentale prevedeva l’impiego delle condizioni di seguito descritte: 
 Controllo: mezzo di coltura, RPMI1640 
 CSE: estratto di fumo di sigaretta ottimizzato 
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 Farmaci: salbutamolo (0,2 µM, 0,5µM o 1 µM) o salmeterolo (0,2 µM) 
disciolti nel mezzo di coltura 
 CSE + salbutamolo o CSE + salmeterolo:il salbutamolo alle 
concentrazioni 0,2µM, 0,5µM o 1 µM è stato aggiunto contestualmente 
al CSE. Il salmeterolo, alla concentrazione 0,2 µM, è stato pre-incubato 
per 16he aggiunto contestualmente al CSE oppure rimosso per le 
successive 24h di esposizione.  
 
Alle diverse soluzioni da saggiare è stato aggiunto il tracciante idrofilo FD4 alla 
concentrazione finale di 0.8 mg/ml, per il successivo studio di permeabilità.  
In seguito al trattamento, le cellule sono state poste in incubatore per un intervallo 
di 24 ore, trascorso il quale, è stata eseguita la seconda misurazione della TEER 
(T24). 
A questo punto, i valori T24 dei vari campioni saggiati sono stati normalizzati 
rispetto al T24 del controllo ed espressi in percentuale, secondo la seguente 
formula: 
 
T24 trattato 
T24 controllo 
 
Al T0, sono stati riscontrati, nei 12 pozzetti, dei valori basali di TEER piuttosto 
variabili. Tale risultato è giustificato dal lungo periodo di coltura (12 giorni) che è 
previsto dallo schema sperimentale. Infatti, nonostante ogni pozzetto sia stato 
seminato lo stesso numero di cellule, al termine del periodo di coltura sono stati 
ottenuti monostrati con caratteristiche leggermente differenti, che comportano 
*  100 
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oscillazioni della TEER misurata. Per ridurre l’errore dovuto alla variabilità dei 
valori T0 (basali) misurati, è stato quindi introdotto un fattore di correzione, che 
permette di normalizzare il T24 di ciascun pozzetto rispetto al proprio T0.  
Quindi, il valore di TEER finale per ciascun pozzetto è stato ottenuto dalla 
seguente formula: 
 
T24 trattato              T0 controllo 
T24 controllo            T0 trattato 
 
Al fine di valutare la reversibilità del danno indotto dall’estratto di fumo di sigaretta, 
al termine della procedura sperimentale, è stato eseguito un cambio di mezzo in 
entrambe le camere dell’inserto, apicali e basolaterali. Quindi, la transwell è stata 
nuovamente posta in incubatore per altre 24 h. Successivamente, è stata eseguita 
la misurazione della resistenza elettrica trans-epiteliale a 48 h.  
 
3.8 Studi di permeabilità 
La variazione della permeabilità del monostrato cellulare al tracciante FD4 
rappresenta un sistema per valutare il passaggio paracellulare di macromolecole 
idrofiliche, che è correlato alla capacità delle cellule epiteliali di mantenere la 
funzione di barriera. Infatti, la permeabilità di tali molecole è fortemente limitata 
dalla presenza delle giunzioni serrate e l’aumento della permeabilità, suggerisce 
un indebolimento delle giunzioni cellulari causato da un danno più o meno 
reversibile (Casettari et al., 2010).  
* * 100 
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In questo lavoro di tesi, lo studio di permeabilità è stato realizzato in parallelo alla 
misurazione della TEER. Dopo 1 ora di incubazione dei monostrati in RPMI1640, 
le soluzioni impiegate per il trattamento sono state poste nelle camere apicali 
previa aggiunta di FD4, alla concentrazione 0.8 mg/ml. Le cellule sono state 
incubate per 24 ore e successivamente è stato valutato il passaggio dell’FD4 dalla 
camera apicale a quella basolaterale. Precisamente, 100 µl di mezzo sono stati 
prelevati da ogni camera basolaterale e trasferiti in una piastra da 96 well. La 
quantificazione del permeante è stata effettuata mediante uno spettrofluorimetro 
(Wallac Victor2, Perkin Elmer) alle lunghezze d’onda di eccitazione ed emissione, 
rispettivamente di 485 nm e 535 nm. 
 
 
  
63 
 
4 Risultati e discussione 
Lo scopo di questo lavoro di tesi era creare un modello in vitro che simulasse il 
danno prodotto dal fumo di sigaretta sull’epitelio delle vie respiratorie. Il modello 
messo a punto potrà essere utilizzato per valutare l’effetto protettivo di farmaci e 
nuove molecole di sintesi.   
Per ottenere tale modello, venivano utilizzati dei supporti transwell da 12 wells. Le 
cellule erano seminate a una densità di 105 cellule/well, in 500 µl di terreno di 
coltura completo, per ciascuna delle 12 camere apicali dell’inserto. Nelle camere 
basolaterali erano, invece, introdotti 1,5 ml del suddetto mezzo. Le cellule erano 
mantenute in incubatore al 5% di CO2 e 37°C al fine di raggiungere il 100% di 
confluenza e permettere così la creazione di monostrati. 
L’agente nocivo utilizzato per l’induzione del danno era rappresentato dall’estratto 
di fumo di sigaretta (CSE). Durante la fase preliminare della ricerca furono 
saggiate varie formulazioni di CSE, sulla base delle informazioni riscontrate nella 
letteratura scientifica. In particolar modo furono considerati, come lavori di 
riferimento, quelli pubblicati da Kodeet al. (2006) e Grader et al. (2006).  
Per il primo esperimento fu utilizzato un CSE, prodotto sulla base delle procedure 
riportate nel lavoro di Kode et al. (2006). 
In particolare, il fumo di una sigaretta (Camel Essential Filters), provvista di filtro, 
veniva fatto gorgogliare in 10 ml di RPMI1640. Il tempo impiegato per l’aspirazione 
della singola sigaretta era di circa 5 minuti. Il CSE ottenuto veniva poi filtrato 
attraverso un filtro sterile da 0,2 µm (Corning, New York, USA) e utilizzato puro.  
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In generale, gli esperimenti erano eseguiti in duplicato, in questo specifico caso 
secondo il seguente schema: 
 
Schema dell’esperimento 
 
Ctrl Ctrl Sal 10 µM Sal 10 µM 
Fsk 1 µM Fsk 1 µM CSEi CSEi 
CSEi+ Sal 10 µM CSEi+ Sal 10 µM CSEi+ Fsk 1 µM CSEi+ Fsk 1 µM 
 
Ctrl: Controllo; Sal: Salbutamolo; Fsk: Forskolina; CSEi: estratto di fumo di sigaretta iniziale. 
 
Dopo le verifiche dell’avvenuta formazione dei monostrati epiteliali nella transwell, 
in entrambe le camere di ogni pozzetto, il terreno di coltura completo veniva 
sostituito con RPMI1640. In seguito, la piastra era posta in incubatore per 1 ora 
per permettere la riequilibrazione del monostrato con il nuovo mezzo di coltura e 
per poter effettuare la misurazione dei valori basali di TEER. A questo punto, si 
eliminava completamente il mezzo dalle camere apicali nelle quali erano poste le 
soluzioni campione, secondo lo schema riportato sopra. L’inserto era nuovamente 
posto in incubatore per 24 ore e durante tale intervallo, venivano effettuate 
misurazioni della TEER a 0,5 – 1 - 1,5 – 2 - 2,5 - 3 e 24 ore.  
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Figura 11. Effetto dell’estratto di fumo di sigaretta iniziale (CSEi) e di attivatori dell’AMP ciclico in 
monostrati di epitelio respiratorio. Ctrl: Controllo; Sal: Salbutamolo; Fsk: Forskolina; : p< 
0.001. 
 
I risultati dell’esperimento dimostravano che il CSEi non induceva alcuna riduzione 
dei valori di TEER, se paragonati a quelli del controllo. Il salbutamolo, utilizzato 
alla concentrazione 10 µM (scelta sulla base di precedenti lavori di ricerca 
effettuati in questo laboratorio), in assenza di CSE, riduceva i valori di TEER di 
circa il 20% rispetto al controllo. Un profilo di attività simile si otteneva anche con 
la forskolina (attivatore diretto dell’adenilato ciclasi) alla concentrazione 1 µM. 
Risultava, quindi, evidente che il CSEi saggiato in questo esperimento, non poteva 
essere utilizzato come stimolo nocivo nel modello sperimentale, in quanto non era 
in grado di provocare un’alterazione delle giunzioni cellulari tale da indurre una 
riduzione significativa della resistenza elettrica trans-epiteliale. Allo stesso modo, 
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la concentrazione 10 µM di salbutamolo non era compatibile con il modello 
sperimentale previsto. Infatti, in queste condizioni sperimentali, il farmacoβ2-
agonista alterava il flusso ionico trans-epiteliale con un meccanismo cAMP-
mediato. Tale evidenza risultava dalle seguenti considerazioni: 
 
a) Il salbutamolo è un farmaco β2-agonista 
b) Il recettore β2-adrenergico è associato al sistema di trasduzione legato 
all’adenilato ciclasi 
c) La forskolina riproduce l’effetto del salbutamolo 
 
Inoltre, a ulteriore conferma di ciò, la cinetica della TEER, in presenza di 
salbutamolo o forskolina, evidenziava un importante recupero dei valori di 
resistenza, che risultava essere completo dopo 24 ore. Tale recupero era 
probabilmente causato dalla desensibilizzazione dei recettori β2-adrenergici dalla 
conseguente perdita dell’effetto farmacologico.  
La copresenza di CSE e salbutamolo o forskolina, accentuava l’effetto che già i 
due farmaci manifestavano singolarmente. In entrambi i casi, infatti, si otteneva 
una riduzione della TEER del 50% circa, rispetto al controllo. La sovrapposizione 
dei profili cinetici ottenuti con salbutamolo e forskolina indicava che, anche in 
queste condizioni sperimentali, l’effetto di riduzione della TEER era mediato dalla 
stimolazione del recettore β2-adrenergico e dall’aumento intracellulare di cAMP. In 
accordo con tale ipotesi, l’effetto era massimo dopo 30 minuti di esposizione e si 
annullava dopo 24 ore, in conseguenza della desensibilizzazione omologa. 
Dal punto di vista farmacologico, questi dati, seppure preliminari, suggeriscono 
che in soggetti asmatici fumatori, la presenza nelle vie respiratorie di 
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concentrazioni relativamente elevate di salbutamolo potrebbe favorire una 
maggiore labilità della barriera epiteliale respiratoria, facilitando l’attivazione del 
processo di remodelling e la progressione di malattia. 
 
Nel nostro laboratorio, nell’ambito degli studi finalizzati a ottenere un CSE con 
caratteristiche il più possibile standardizzate e riproducibili, furono eseguiti 
esperimenti preliminari per valutare l’effetto della variazione delle caratteristiche 
dell’estratto, quali la percentuale di diluizione con RPMI1640 e il numero di 
sigarette per unità di volume di mezzo, sul danno di barriera. Nello specifico, 
vennero valutate, oltre al CSE madre (100%), tre diverse diluizioni, ovvero 50%, 
25% e 12,5%, ottenute tramite aggiunta di RPMI1640. In un altro esperimento, fu 
saggiato un estratto di fumo di sigaretta con le medesime caratteristiche del CSE, 
variando il numero di sigarette utilizzate nella preparazione dell’estratto (2/50 ml o 
5/50 ml). I risultati complessivi ottenuti sono riportati nelle Figure 12 e 13. 
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Figura 12. Effetto del CSE diluito con mezzo di coltura RPMI1640 e del numero di sigarette per 
unità di volume impiegate per la preparazione dell’estratto sulla resistenza elettrica trans-epiteliale. 
TEER: resistenza elettrica trans-epiteliale; CSE2: estratto di fumo ottenuto con 2 sigarette/50 ml; 
CSE5: estratto di fumo ottenuto con 5 sigarette/50 ml. 
 
La diluizione del CSE madre ottenuto con 2 sigarette/50 ml, non portava a 
cambiamenti significativi nei valori della TEER, dimostrando l’assenza di una 
concentrazione-dipendenza dell’effetto indotto dall’estratto. 
 L’impiego del CSE ottenuto con 5 sigarette/50 ml induceva una drastica riduzione 
della TEER di circa il 90% (Figura 12), associata ad un aumento marcato della 
permeazione di FD4 (Figura 13). All’osservazione al microscopio ottico, veniva 
rilevato il distacco del monostrato dalla superficie dell’inserto che induceva la 
perdita della soluzione di continuità, necessaria al mantenimento della TEER. 
 Tra i diversi estratti preparati con 2 sigarette/50 ml, il CSE 100% fu scelto come 
riferimento per l’induzione del danno di barriera, perché era la condizione che 
presentava una minore variabilità statistica e quella che permetteva di ottenere 
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una più elevata corrispondenza con i risultati degli studi di permeabilità (Figura 
13). 
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Figura 13. Effetto del CSE diluito con mezzo di coltura RPMI1640 e del numero di sigarette per 
unità di volume impiegate per la preparazione dell’estratto sulla permeazione del tracciante 
fluorescente FD4. CTRL: Controllo; CSE2: estratto di fumo con 2sigarette/50 ml; CSE5: estratto di 
fumo con 5 sigarette/50 ml; : p<0.05; : p<0.01; : p<0.001. 
 
In accordo con i risultati ottenuti mediante la misurazione della TEER, lo studio di 
permeabilità dimostra l’assenza di una chiara concentrazione-dipendenza 
nell’effetto indotto dal CSE prodotto con 2 sigarette/50 ml. Tuttavia, l’effetto era più 
marcato con CSE2 100%, giustificandone la scelta come preparato di riferimento. 
 
Ulteriori esperimenti furono eseguiti per confermare la validità del modello 
sperimentale. In accordo con la procedura di produzione dell’estratto riportata da 
Gladeret al. (2006), il fumo di due sigarette, private del filtro, era fatto gorgogliare 
in 50 ml di RPMI1640. La fase liquida era mantenuta in agitazione continua 
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durante tutto il processo. Il tempo impiegato per l’aspirazione di ciascuna sigaretta 
era di circa 5 minuti. Il CSE ottenuto era poi filtrato attraverso un filtro sterile da 0,2 
µm. Per garantire una maggiore riproducibilità dell’estratto, il CSE risultante era 
diluito con mezzo di coltura RPMI1640, per ottenere un valore di assorbanza, 
misurata a 320 nm (lunghezza d’onda d’assorbimento dei composti organici 
presenti nel fumo di sigaretta; Moretto et al., 2009) tra 1,6 e 1,8. Tale intervallo fu 
individuato sperimentalmente come quello più adeguato a riprodurre un danno 
epiteliale sufficientemente marcato e riproducibile. Il CSE era prodotto 
estemporaneamente per ogni esperimento e utilizzato entro 30 minuti dalla 
preparazione per evitare l’eventuale evaporazione dei componenti volatili.  
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L’esposizione dei monostrati cellulari al nuovo CSE per 24 ore induceva una 
riduzione significativa (p<0,01) della resistenza elettrica, come conseguenza 
Figura 14. Effetto del CSE sulla 
resistenza elettrica trans-epiteliale 
(TEER) di monostrati di epitelio 
respiratorio. CSE2: Estratto di fumo 
con due sigarette/50 ml; CTRL: 
Controllo; : p<0.01. 
Figura 15. Effetto del CSE sulla 
permeabilità di monostrati di 
epitelio respiratorio al tracciante 
fluorescente (FD4). CSE2:Estratto di 
fumo con due sigarette/50 ml; 
CTRL: Controllo. : p<0.01. 
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dell’azione destabilizzante sulla barriera epiteliale. Il risultato ottenuto sulla TEER, 
fu inoltre confermato da quello derivante dagli studi di permeabilità, eseguiti in 
parallelo con il tracciante fluorescente FD4. Come già chiarito da Vllasaliu et al. 
(2010), i due parametri sono, infatti, correlati da una relazione inversa: al ridursi 
della resistenza elettrica, segue un aumento della quantità di molecola idrofila che 
permea attraverso il monostrato epiteliale. In accordo con tale principio, anche nel 
nostro esperimento, in presenza di CSE, si verificava un aumento significativo 
(p<0,01) nel passaggio di FD4 dalla camera apicale a quella basolaterale. Gli 
effetti osservati sulla TEER e sulla permeabilità, erano probabilmente dovuti a 
un’alterazione delle giunzioni serrate nelle porzioni apico-laterali di cellule 
adiacenti che comprometteva l’integrità del monostrato cellulare. 
Infine, per verificare la reversibilità o meno del danno prodotto dal CSEr sul 
monostrato epiteliale, furono eseguite misurazioni della TEER a 48 ore e a 72 ore. 
Più precisamente, dopo esposizione dei monostrati cellulari al CSE per 24 ore, ai 
singoli pozzetti veniva cambiato il mezzo di coltura con RPMI1640 fresco e quindi 
misurata la TEER dopo 24 ore e dopo 48 ore. 
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Figura 16. Valori di TEER ottenuti a 24, 48 e 72 ore dall’inizio del trattamento sperimentale. 
TEER: resistenza elettrica trans-epiteliale; CSE: estratto di fumo di sigaretta; : p<0,01; : 
p<0,05. 
 
 
Come evidenziato nella Figura 16, il trattamento del monostrato cellulare con 
CSE, induceva una riduzione significativa della TEER (circa 40%), rispetto al 
controllo, confermando la validità del modello sperimentale. Dopo la rimozione del 
CSE, la TEER aumentava attestandosi su valori di circa l’80% del controllo dopo 
24 ore dal cambio del mezzo di coltura, dimostrando un recupero parziale della 
funzione di barriera. La TEER, comunque, non migliorava dopo 48 ore, 
suggerendo la presenza di un danno irreversibile nel monostrato epiteliale (Figura 
16). 
 
Una volta messo a punto il modello in vitro, la seconda fase di questo lavoro di 
ricerca, aveva lo scopo di saggiare l’azione di farmaci sul danno prodotto 
CSE 
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dall’estratto di fumo di sigaretta. In particolar modo, fu valutato l’effetto di farmaci 
β2-agonisti, quali il salbutamolo e il salmeterolo.  
Per evitare un’alterazione significativa dei flussi ionici transmembranari indotta dal 
salbutamolo 10 µM, gli esperimenti furono effettuati esponendo i monostrati 
cellulari a concentrazioni comprese tra 0,2 e1 µM per 24 ore. 
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Figura 17. Influenza sulla TEER, dell’attività del salbutamolo (0,2–0,5–1 µM) sul danno indotto 
dal CSE su monostrati epiteliali respiratori. TEER: resistenza elettrica trans-epiteliale; CTRL: 
Controllo; CSE2: estratto di fumo di 2 sigarette/50 ml; SAL: Salbutamolo. 
 
La Figura 17riporta i risultati degli studi eseguiti, che possono essere così 
riassunti: 
a) Il salbutamolo, in assenza di CSE, a tutte le concentrazioni saggiate, non 
produceva effetto sul monostrato epiteliale. Infatti, i valori di TEER misurati 
nei pozzetti trattati con solo farmaco, erano perfettamente sovrapponibili a 
quelli ottenuti nei pozzetti di controllo. 
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b) La copresenza di salbutamolo e CSE, non permetteva di ottenere un 
recupero del danno indotto dal CSE, a prescindere dalla concentrazione del 
farmaco β2-agonista impiegata. Infatti, sia i valori di TEER del CSE, che 
quelli delle tre diverse combinazioni (farmaco + estratto), evidenziavano 
una riduzione del 20% circa rispetto al controllo. 
Tuttavia, i risultati ottenuti con la determinazione della TEER, non trovavano 
riscontro negli studi di permeabilità.  
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Figura 18. Influenza sulla permeazione di FD4, dell’attività del salbutamolo (0,2–0,5–1 µM) sul 
danno indotto dal CSE su monostrati epiteliali respiratori. FD4: permeante idrofilico; CTRL: 
Controllo; CSE2: estratto di fumo di 2 sigarette/50 ml; SAL: Salbutamolo; : p<0.05; : p<0.01. 
 
 
Questi esperimenti, al contrario, evidenziavano un effetto del salbutamolo, che 
bloccava, in parte, l’aumento di permeabilità indotto dal CSE sul monostrato 
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epiteliale. Questo effetto era indipendente dalle diverse concentrazioni di 
salbutamolo saggiate (Figura 18). 
Gli studi riguardanti la TEER e la permeazione del tracciante idrofilico, FD4, 
attraverso il monostrato cellulare, furono eseguiti in parallelo, nelle medesime 
condizioni sperimentali. La non completa concordanza dei risultati, poteva essere 
correlata alla diversa sensibilità dei due parametri valutati. Infatti, vari studi 
pubblicati nella letteratura scientifica( Vllasaliu et al., 2010) evidenziano l’assenza 
di un preciso rapporto di proporzionalità tra TEER e permeazione di FD4. 
Nonostante siano necessari ulteriori esperimenti per confermare tale ipotesi, i 
risultati ottenuti suggeriscono che il salbutamolo limita, in parte, il danno epiteliale 
indotto dal CSE. 
 
Nell’articolo pubblicato da Coraux et al. (2004), veniva valutata l’attività del β2-
agonista long-acting salmeterolo, sul danno epiteliale indotto su monostrati di 
cellule respiratorie, dal patogeno opportunista Pseudomonas aeruginosa. In 
questo lavoro, il salmeterolo, pre-incubato per 16 ore alla concentrazione 0,2 µM, 
induceva la sintesi della proteina di giunzione ZO-1, producendo un effetto 
protettivo di barriera evidenziato dal recupero della TEER a valori simili a quelli dei 
controlli non trattati. Su queste basi, furono eseguiti esperimenti per valutare la 
capacità del salmeterolo di esercitare un effetto protettivo anche nel nostro 
modello sperimentale. 
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Schema dell’esperimento 
Ctrl(+FD4) Ctrl(+FD4) CSEr(+FD4) CSEr(+FD4) 
Sal 0,2 µM(+FD4) Sal 0,2 µM(+FD4) Sal 0,2 µM(+FD4) Sal 0,2 µM(+FD4) 
Sal 0,2 µM + 
CSEr(+FD4) 
Sal 0,2 µM + 
CSEr(+FD4) 
Sal 0,2 µM + 
CSEr(+FD4) 
Sal 0,2 µM + 
CSEr(+FD4) 
 
Ctrl: Controllo; Sal: Salbutamolo; CSEr: estratto di fumo di sigaretta di riferimento;       : Sal 
presente nelle 24h di esposizione;           : Sal assente nelle 24h di esposizione. 
 
Più precisamente, formati i monostrati, alla transwell veniva aggiunto salmeterolo 
alla concentrazione 0,2 µM in tutti i pozzetti, ad eccezione di quelli per il controllo e 
il CSE. Di seguito, il supporto veniva posto in incubatore per 16 ore, in modo da 
permettere la pre-incubazione del farmaco. A questo punto, il terreno di coltura 
completo era sostituito, in entrambe le camere degli inserti, con RPMI1640 e, 
successivamente, la piastra era posta in incubatore per 1 ora per permetterne la 
riequilibrazione e poter effettuare la misurazione dei valori basali di TEER. Il 
mezzo veniva poi completamente sostituito nelle camere apicali, dalle soluzioni 
campione contenenti il permeante FD4 alla concentrazione 0,8 mg/ml, secondo lo 
schema riportato sopra. L’inserto era nuovamente posto in incubatore per 24 ore; 
quindi, veniva eseguita la misurazione della TEER T24 e lo studio di permeabilità. 
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Figura 19. Influenza sulla TEER, dell’attività del salmeterolo (0,2 µM) sul danno indotto dal CSE 
su monostrati epiteliali respiratori. Il salmeterolo è pre-incubato per 16 ore e aggiunto 
contestualmente al CSE oppure rimosso per le successive 24h di esposizione. TEER: resistenza 
elettrica trans-epiteliale; CSE2: estratto di fumo di 2 sigarette/50 ml; SALM: Salmeterolo; COMBO: 
combinazione di CSE e SALM; : p<0,001. 
 
Nell’esperimento in questione, il CSE produceva una riduzione del 40% circa della 
TEER rispetto alle condizioni di controllo, confermando così i dati 
precedentemente ottenuti. Il salmeterolo, in assenza di CSE, provocava invece un 
leggero innalzamento della TEER di circa il 10% rispetto al controllo, 
indipendentemente dalla durata del trattamento. In accordo con i dati pubblicati da 
Coraux et al. (2004), il salmeterolo sembrava migliorare l’integrità della barriera 
epiteliale (Figura 19).Tuttavia, il farmaco non riusciva a recuperare il danno di 
barriera indotto dal CSE, sia in termini di TEER (Figura 19) che di permeabilità 
all’FD4 (Figura 20). 
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Figura 20. Influenza sulla permeazione di FD4, dell’attività del salmeterolo (0,2 µM) sul danno 
indotto dal CSE su monostrati epiteliali respiratori. FD4: permeante idrofilico; CTRL: Controllo; 
CSE2: estratto di fumo con 2 sigarette/50 ml; SALM: Salmeterolo; COMBO: combinazione di CSE 
e SAL. 
 
Nella pubblicazione di Coraux et al.(2004), si evidenziava un sensibile recupero 
della TEER con l’impiego di salmeterolo 0,2 µM, in monostrati epiteliali esposti al 
patogeno P. aeruginosa. I nostri dati dimostrano che il salmeterolo non riusciva, 
invece, a manifestare l’effetto protettivo sul danno indotto da CSE. Questo è 
probabilmente dovuto alle numerose sostanze presenti nell’estratto di fumo di 
sigaretta, che rendono lo stimolo particolarmente eterogeneo e difficilmente 
contrastabile. 
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5 Conclusioni 
 
Lo scopo del lavoro di tesi è stato quello di creare un modello in vitro predittivo del 
danno indotto dal fumo di tabacco sull’epitelio delle vie respiratorie. Nel corso dello 
studio sperimentale siamo riusciti a creare uno stimolo adeguato a produrre un 
danno misurabile e riproducibile, capace di indurre una modificazione irreversibile 
della barriera epiteliale respiratoria e di simulare, così, la condizione patologica 
presente nei soggetti affetti da malattie respiratorie associate al fumo di tabacco, 
tra cui la BPCO e l’asma.   
Su tale modello sperimentale, è stata valutata la capacità di farmaci β2-agonisti di 
recuperare le alterazioni indotte dal fumo di sigaretta sulla barriera epiteliale. In 
particolare è stata saggiata l’attività del salbutamolo, un farmaco β2-agonista 
short-actinge del salmeterolo, un β2-agonista long-acting. Dagli esperimenti 
eseguiti è risultato che i due farmaci non riescono a produrre un miglioramento 
significativo delle alterazioni indotte sull’epitelio dallo stimolo nocivo. Soltanto il 
salbutamolo ha la capacità di indurre un parziale recupero del danno, evidenziato 
dalla riduzione del passaggio del tracciante idrofilo FD4 attraverso lo strato 
epiteliale. Inoltre, tale recupero si manifesta in modo indipendente dalla 
concentrazione saggiata suggerendo che, nell’intervallo compreso tra 0,2 µM e 1 
µM, il farmaco agisce probabilmente con un meccanismo d’azione non mediato 
dal recettore β2-adrenergico (off-target). 
L’utilizzo di salbutamolo a concentrazioni più elevate (10 µM), in assenza dello 
stimolo CSE, comporta un aumento della permeabilità della barriera epiteliale, 
mediato dalla stimolazione del recettore β2-adrenergico e dall’aumento di cAMP 
intracellulare. Inoltre, la presenza CSE diluito, che di per sé non è in grado di 
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alterare le caratteristiche della barriera, potenzia l’effetto negativo prodotto dal 
salbutamolo sull’integrità del monostrato epiteliale.  
 
In conclusione, possiamo dire che il danno prodotto dal fumo di tabacco sulla 
barriera respiratoria, essendo causato da sostanze chimiche diverse, è 
probabilmente irreversibile e difficilmente recuperabile con farmaci β2-agonisti. 
Inoltre, la presenza nelle vie respiratorie di concentrazioni relativamente elevate di 
salbutamolo potrebbe favorire una maggiore labilità della barriera epiteliale 
respiratoria, facilitando l’attivazione del processo di remodelling e la progressione 
di malattia.  
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